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Dr és-sciences et en médecine, 
Chef des travaux a la section de bactériologie annexée au 
Laboratoire d’analyses de l’Etat & Liége. 


La conception déja ancienne de l’écrasement du B. typhique 
par les bactéries saprophytes en général, et par le bactérium 
coli en particulier, domine, a l’heure actuelle encore, la patho- 
génie de la fiévre typhoide. Invoquée par Gaffky pour expliquer 
les insuccés quil avait obtenus dans la recherche duB. d’Eberth 
dans les selles de typhisés, elle a été reprise plus tard par les 
partisans de l’école lyonnaise, qui en ont fait un argument de 
valeur en faveur de lorigine colienne de la diothénentérie. C’est 
ainsi qu’en 1894 Wathelet*, dans Je laboratoire de Malvoz, 
recherche vainement aprés 5, 10, 15 jours, etc., le B. typhi- 
que dans des tubes de bouillon ensemencés avec 3 anses d’une 
culture de B. d’Eberth et une anse d’une culture de B. coli. 
Toujours, par la méthode des plaques, il obtient une culture 
pure de B. coli. Il en conclut que le B. typhique succombe 
dans la lutte qui s’établit entre les 2 microbes. Les expériences 
de Wathelet ont été confirmées par Grimbert’. 


1. Voir ces Annales, tome XIV, n° 8. 

2. Recherches bact. sur les déjections dans la f. typhoide, Annales de UV Institut 
Pasteur, 1895, p. 252. 

3. Rech. du B. @Eb. dans Peau, Complcs rendus de la Sociélé de Biologie, \89%. 
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Les résultats de Wathelet et Grimbert sont en opposition 
avec les observations de Pottien', qui a constaté qu'une nou- 
velle explosion de fidvre typhvide se produisil, en 1897, chez 


les personnes qui firent usage de eau d’une pompe soustraite 


i lalimentation lors de l’épidémie antérieure de 1896. Le bacille 
d’'Eberth avait done résisté & la concurrence vilale des autres 
bactéries. Remlinger et Schneider* ont d’ailleurs retrouvé le 
B. typhique dans l'eau pendant les 3 mois qui suivent Ja ces- 
sation de la maladie 

Hn présence de ces résultats contradictoires sur l’antago- 
nisme entre les B. typbique et coli, selon que les deux organismes 
vivent dans des mélanges artificiellement préparés ou quils se 
trouvent dans les conditions habituelles de leur existence, de 
nouvelles. recherches sinposaient. Elles s’imposatent d’autant 
mieux, que dans les expériences de Wathelet l!écrasement du 
B. typhique par le B. coli n’était pas la seule interprétation 
capable d’expliquer Vabsence de colonies éberthiennes sur les 
plaques de gélatine. Onpouvail tout aussi légitimement attribuer 
celle-ci & ’imperfection des procédés employés par lauteur pour 
relirer le B. dEberth du mélange. Il lui était dailleurs facile de 
déterminer laquelle de ces dove. hypotheses s'accordait le mieux 
avec ses experiences. Pour cela, il suffisait de faire des plagues 
de controle, et de rechercher te B. typhique non pas aprés 
5, 10, 15 jours de vie en commun ayee le bacille coli, mais bien 
au’ moment du mélange des deux organismes. Nous sommes 
convaincu qu’a l'aide de la gélatine ordinaire il aurait éprouvé 
la méme difficullé dans l'un et Pautre cas. Il pouvait également 


repiquer toutes les colonies apparues sur les plaques faites avec’ 


les*mélanges 5, 10, 15 jours apres leur préparation, et alors, il 


aurait cer iihontent constaté que le B. typhique vivait parfaite- | 


ment de compagnie avec le B. coll. 

“Une e aulre raison nous a engagéa reprendre ces expériences 
sur lantagonisme entre les oe bacilles coli et typhique. 

Lrélude des modifications que la vie en commun peut apporter 
A’ ces deux organismes n'a jamais été faite: il était done inté- 
ressant d’entreprendre des: recherches dans cet ordre Widées; 


, A. Dis. tephus epidemic des Jahves 1897, in Grafentonna, Centradl. f. Bakt., 
B. XXIV, 4898. 


2G ontribution a Vétude du B.typhique, dnnales de UInstitul Pasteur, tome XI, 
aunee L397 
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notre gélatine différentielle nous a permis de combler cette 
lacune. 


Expfrience 1. — Nous nous sommes servi des B. coli et typhigue 
relirés par nous de la selle 20. 

Mode opératoire. — Dans un matras de 2 lilres contenant 4 litre d'eau 
peplonisée (peptone Wilte 3 0/0, NaCl, 0.5 0/0) exactement neutralisée, nous 
ajoutons.le 7 juillet 5 c. c. d'une cullure de B. coli en bouillon dgée de 
24 h., et 5 c. c. dune méme culture de B. typhique. Aprés agitation nous 
abandonnons le mélange a la température de Ja chambre, c’est-a-dire 
220 4 279. Nous opérons de méme en eau peptonisée acidifiée par I2S0‘, 
0.5 0/00, apres neutralisation préalable. 

Pour faciliter l’exposé des résultats nous désignerons : 

Par Ji, la culture en eau peptonisée neutre; 


Par H, 2p — — acide; 
Par B. t. s. 20 le B. typhique retiré de la selle 20; 
Par B. c. s. 20 — coli = =e fe: 


CARACTERES DES BACILLES COLI ET TYPHIQUE AVANT LA VIE COMMUNE; 


B. c. s. 20 donne de lindol, fait énergiquement fermenter la 
lactose, est légérement mobile. 

B. t. s. 20 est trés mobile, est agglutiné a 1/70,000 par le 
sérum antityphique expérimental. 

Aprés un nombre variable de jours de vie commune, nous 
avons fait, avec le mélange, a l'aide de notre gélatine différen- 
tielle (lactosée, acide, phéniquée, voir 1" partie), des plaques 
de culture comme suit : 

Le dilution, une anse double du mélange préalablement agité, 
dans 10 c. c. d’eau stérilisée; 

2° dilution, une anse double de la 1 dans 10 c¢. ¢c. d’eau 
slérilisée. 1,2, 3, anses de la seconde dilution ont seryi ‘a faire 
3 plaques de gélatine. 

Pour chacun des examens nous avons repiqué 10 colonies 
coliennes et autant d’éberthiennes; nous avons différencié les 
organismes al’aide des caractéres que nous leur avons énumérés 
ci-dessus (gaz, indol, agglutination). 

Resume des résultats obtenus par les ensemencements du mélange. — Le 
42 juillet, 4” ensemencement. Le 14, développement des colonies typhiques 


et coliennes. Le 18, nous comptons sur la plaque no/ (1 anse de la 2¢ dilu- 
tion) 100 colonies dont 50 coliformes et 50 éberthiformes, approximative- 
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ment', tant pour les cultures \du matras E que pour celles du matras H. 

Caractéres des organismes apres 5 jours de vie commune : 

B. cour. — Ils ont conservé leurs caractéres. 

B. rypHiqgue. — Ceux que nous avons relirés des mélanges neutre ou acide 
ayaient perdu leur sensibilité vis-a-vis des agglutinines; méme a 1/40, ils 
n’étaient plus agglulinés par Je sérum qui auparavant se montrait actif a Ja 
dilution de 1/70,000. Ils sont conservés dans notre collection avec les initiales 
tHr, thr. 

Le 23 juillet, 2° ensemencement, mémes résultats que pour le 4er. 

Le 2 aout, 3° ensemencement. Résultats. — Les colonies typhiques n‘ap- 
paraissent plus que le 4¢ jour: elles ont conservé leur aspect blanc bleute, 
mais restent plus petites que dans les ensemencements antérieurs; elles 
diminuent en nombre proportionnellement aux colonies cdliennés (50 t pour 
70 c.). Les colonies coliennes acquiérent également moins de volume qu’anté- 
rieurement; en outre, certaines d’entre elles sont petites, bleutées, elles se 
rapprochent des colonies typhiques avec lesquelles on les confond quand on 
n'est pas prévenu; il est d’ailleurs prudent d’en repiquer un certain nombre 
afin de se convaincre de leur nature colienne. 

Les organismes coli et typhique ont les mémes caractéres que ceux que 
nous avons constatés aprés 5 jours de vie commune. Nous avons conservé 
dans notre collection tH« et tEn. 

Les ensemencements 4 (22 aotit) et 5 (9 septembre) ne nous apprennent 
rien de particulier, 

Le 29 septembre, 6& ensemencement. Développement le 4 octobre. Le 
nombre des colonies ayant considérablement diminué, nous les comptons 
sur la plaque ne 2 (2 anses de la 2e dilution). Nombre total, 85, coli 60, 
ty phosus, 25. 

Caractéres des organismes aprés 82 jours de vie commune : 

BactLuE cott. — Les bacilles coli que nous avons retirés du matras E 
(neutre) ne donnent plus la réaction de l’indol, mais font encore fermenter 
Ja lactose. Les B. coli du matras H (0, 5/1000 H?S0*) ont conservé leurs pro- 
priétés (gaz, indo)). 

BACILLE TYPHIQUE. — Mémes caractéres qu’aprés 5 jours de vie commune 
pour E et pour H. 

Le 19 octobre, 7° ensemencement. Aprés 6 jours on peut distinguer les 
colonies. 

Matras E, plaque n° 2, 60 colonies parmi lesquelles il est difficile de dis- 
tinguer avec certitude des colonies lyphiques et des colonies céliennes. 

Toutes les colonies que nous avons repiquées de cette plaque ont fourni 
des organismes qui ne donnaient ni gaz, ni indol; ils n’étaient pas non plus 
agglulinés. Ce sont les bacilles thy: et CEv: de notre collection 2. 

Matras H. — Plaque n° 2. — 200 colonies, 150 coli, 50 typhiques. 

Caracteres des 2 organismes : 


1. Voir ce gue nous avons dit & ce sujet dans la 1" partie, ces Annales, tome XIV 
25 aotit 1900, page 566. ‘ ; 

2. Cette dénomination de typhique et coli leur a été donnée en nous basant 
sur laspect des colonies et Pétude d’auires caractéres (voir plus loin). 
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A) Bacittes contr. — Donnent encore Ja réaction de l’indol ct fout encore 
fermenter Ja lactose. 

B) Bactue tyentgur. — I] est lonjours mobile, il parait devenu plus gréle, 
il nest pas agglutiné. 

Le 26 octobre, 8¢ ensemencement. Les résultats confirment ccux de ]’obser- 
vation antérieure. 

Pour le matras E,— Le nombre de colonies est tombé a 30 sur la plaque 
no 2. Les bacilles isolés sont trés affaiblis, et ce n'est qu’aprés une série de 
passages sur gélose que nous sommes parvenu a leur rendre un peu de 
vitalité. Toutefois, actuellement encore, ils ne donnent ni indol ni gaz, ils ne 
sont pas agglutinés. Ce sont les B. tive et cEvn, 

Matras H. — Le bacille coli existe seul dans Je matras H,il donne encore 
indol et gaz, mais il diminue en nombre, 80 sur Ja plaque n® 2, au lieu 
de 150 lors de l’ensemencement précédent. 


Les bacilles coli et typhique conserves depuis longtemps dans les 
laboratoires perdent-ils également leurs propriétés (gaz, indol, agglu- 
lination), lorsqwon les place dans les mémes conditions que les orga- 
mismes retires de la selle 20? 

Pour nous en assurer, nous nous sommes servi du. B. coli Gand et du 
B. typhiqne Liége que nous lenons, depuis 1891, de l’obligeance de M. le 
professeur Van Ermengem; nous avons opéré comme dans l’expérience I; 
toutefois nous n’avons utilisé que l’eau peplonisée neutre, qui seule dans 
Yexpérience I avait modifié les propriétés des deux bacilles. 

Caractéres des B. coli ettyphique avant la vie commune. 

Baciiie cont. — Il fait énergiqnement fermenter Ja gélatine laclosée; il 
donne la réaction de l'indol, mais faiblement; il est trés mobile. 

BAcILLE TYPHIQUE. — I] est agglutiné 24/80,000 par le sérum antilyphique 
expérimental. 

Pendant Jes 3 premiércs semaines, les colonics des 2 organismes sont 
trés distinctes. A partir de ce moment la différence s’alténue. En outre, les 
colonies typhiques deviennent trés rares (2 ou 3 pour 100 cdlieunes). Nous 
avons alors ajouté au mélange 10. ¢. d’une culture en bouillon (24 h.) de 
B. typhique Liége, reliré du matras le 21e jour de la vie commune. 

Aprés 4 mois les B. coli et typhique étaient encore vivants, tous deux 
avaienl conservé leurs propriétés, les B. coli étaient plus nombreux que les 
B. typhiques. 

La vie en commun est-elle nécessaire pour priver les organisms 
coli et typhiques de leurs proprictés ? 

Exvértence II, — Cullure de B. t. s. 20 en eau peptone neutre. 

Apres 4 mois le B. t.s. 20 avait conservé sa sensibilité vis-a-vis du sérum 
expérimental. 

Exprerence IV. — Culture en can peptone neulre de GC, s. 20. 

Apres 4 mois, Je B. coli s. 20 possédait encore ses caractéres biochimi- 
ques. Le résultat est le méme si aprés 3semaines de vie commune du B.t. s. 20, 
ct B. c. s. 20, on laisse ce dernier continuer a vivre seul (voir expérience II), 
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Les bacilles coli et typhique retirés @autres selles de typhisés se 


comportent-ils comme les organismes de la selle 202 


Pour répondre a cette question nous avons fait vivre ensemble les 
B.-coli et typhique retirés des selles 22 et 23. 

Apres 3 mois chacun des bacilles isolés de ces deux selles 
avait conservé ses propriétés (indol, gaz, agglutination). 


Des expériences qui précedent, il résulte que des 4% B. 

d’Eberth qui ont seryi & étude de Vantagonisme entre le 
B. typhique et le B. coli, un seul, celui de la selle typhique 20, 
a perdu sa sensibilité vis-a-vis des agglutinines. Nous sommes 
done naturellement amenés a nous demander, si les bacilles 
typhiques de la selle 20 th, tH’, tv, tH", etc., retirés du 
mélange aprés 5, 46, ete , jours de vie commune (Exp. I) sont 
des bacilles typhiques non agglutinables ou des bacilles coli 
privés de leurs propriétés (gaz, indol). 
Cette demande est d’autant plus légitime que l’expérience I 
nous a appris que B. c. s. 20 ne donnait plus ni gaz ni indol vers 
le 3° mois, tandis que vers Ja 3° semaine déja certaines colonies 
coliennes profondes avaient pris l’aspect éberthiforme. Ne se 
pourrait-il pas que les B. coli perdissent leurs propriétés dés 
le 5° jour déja, et qu’alors nous eussions considéré ceux-ci 
comme B. typhiques non agglutinables. Sil en était ainsi, le B. 
coli aurait étouflé le B. typhique dés le 5° jour, et notre 
expérience I confirmerait purement et simplement celles de 
Wathelet et Grimbert sur Vantagonisme entre le B. coli et le 
B. d’Eberth. 

Remarquons dabord que pour les bacilles retirés du matras/ 
H (acide H’SO* 0:5 p. 41,000), le doute n’est pas possible, car 
dans celui-ci le B. coli a conservé ses propriétés distinctives 
(gaz, indol) alors méme quele B. typhique n’existait plus dans le 
mélange ou du moins n’était plus décelable par les plagues de 
gélatine différentielle. Les bacilles retrouvés dans le matras E 
(neutre) restent done seuls en cause. 

Rappelons quils proviennent de colonies petites, blanc 
bleuté, profondes, quils ne donnent ni gaz ni indol, et qu’ils 
ne sont pas agglutinés par le sérum antilyphique expérimental. 
Avant d’essayer de déterminer leur origine typhique ou colienne, 
il était indispensable, pour éviter des recherches inutiles, d’avoir 
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la certitude absolue que les bacilles typhique et coli de la selle 
20 peuvent réeliement perdre leurs propriétés (agglutination, 
gaz, indol), Les résultats fournis par ’expérience IT, précédem- 
ment relatée, nous ont permis de projeter la lumiére sur cette 
importante question, Is nous ont en effet appris que les hacilles 
ty phique Liége, et coli Gand, conservaient leurs propriétés lors- 
quils vivaient en commun dans l’eau-peptone neulre; il nous 
était done toujours facile de les distinguer sdrement. Nous avons 
tiré parti de cetle constatation ulile pour réaliser deux nouvelles 
expériences : : 


Iixpeatence VIT. — Vie en commun de B. t. s. 20 ¢t B. coli Gand (en eau 
peptone neutre). 

Résultat. — Apres 6 joursle B. t.s. 20 avait perdusasensibilité vis-a-vis des 
agglutinines; le B. coli Gand avait conseryé secs propriélés, indol, et ‘gaz, 
méme apres 4 4 mois. 


Expirimnce VII. — Vie en commun de B. c. s. 20 et B. lyphique Liége 
(en eau peptone neulre) at 
Résultat. — Nous avons opérée comme pour lexpérience II, et nous avons 


constaté : : 
1° Que le bacille typhique Liége conserve sa, pro priete, d'etre aggluting 
méme aprés 3 mois; Soy ra REPS yl ets 
20 Qu’a ce aaawnent lerkieic-4s, 20 ne donnait plus d ‘indol, &t ne “faisait 
plus fermenter la lactose. Ae 


Ces deux expériences confirment les résultats. de Vobserva; 
tion I; elles nous permettent d’affirmer que lorsqu’on fait vivre 
en eau peptone neutre les bacilles typhique et coli retirés, de Ja 
selle 20, le bacille typhique perd sa sensibilité vis-a-vis, des 


agelutinines dés le 5° et 6° jour, tandis qué Je B,.-coll, nest 
dépoury u de ses propriétés Regal: eL gaz) queers le 3° mois cde 
la vie commune. ~ 


Elles nous fournissent ainsi la. preuye de la nature typhique 
des bacilles th’, tH", thi, Uk", th’, qui ne sont plus:agelutings, 
mais qui ont été relirés du ceaee avant’ le 3°. mois, ¢’est-a- 
dire avant que le bacille coli ait été privé de ses, caractéres 
distinetifs gaz et indol, Enfin elles. nous autorisent a: conclure 
que le bacille typhique a vécu‘au moins 3 wois.a célé du_bacille 
coli dans un mélange les rentermant tous les deux, para 

Nous venons de-yoir que la vieren.comniun: peut priyer ‘Tes 


B. typhiques et les bacilles coli de leurs propridtés distinctives:: 
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comment alors peut-on reconnaitre Jes B. typhique et coli ainsi 
dépourvus de leurs caractéres différentiels ? 


Caractéres des bacilles coli et typhiques ayant perdu leurs propriétes 
distinclives. 


I. Forme. 


A.) B. coli. IL est plus gros, plus court et moins mobile que 
Yorganisme dont nous sommes parlis; toutefois, aprés plusieurs 
passages successifs sur gélose, le bacille repiqué en bouillon 
retrouve sa forme et sa mobilité primitives. 

B.) B. typhique. Il a conservé sensiblement sa forme et sa 
muobilité; toutefois les cultures un peu agées et méme les cultures 
jeunes placées 4 37° présentent une grande tendance 4 la for- 
mation de longs filaments. Les cils sont particuliérement diffi- . 
ciles a colorer. 


If. Caracreres cULTURAUX. 


Bouillon ordinaire. Le B. coli le trouble dans toute la masse, 
Pépaissit considérablement et lui donne un aspect gluant, géla- 
tineux. Parfois aussi il donne un voile superficiel. 

Le B. typhique donne un trouble uniforme; par agitation, on 
observe le chatoiement caractéristique des organismes mobiles. 
A la surface du bouillon il y a une pellicule, d’ordinaire mince, 
parfois cependant assez épaisse. 

Gélose inclinée. Pour les deux bacilles le développement est 
maigre, plus marque cependant pour le B. typhique que pour 
le B. coli. Il importe de remarquer que les B. coli qui donnent 
un voile en bouillon se développent seuls en strie, les B. coli qui 
ne produisent pas de pellicule superficielleen bouillon poussent 
peu ou point le long de la strie. Si nous nous rappelons que nous 
avons toujours agité vivement le matras au moment de l’ense- 
mencement des plaques, nous aurons probablement 1a l’expli- 
cation de cette particularité étrange. Les bacilles coli provenant 
du fond du matras troublent le bouillon, mais ne végétent pas 
lorsque nous les ensemengons du bouillon sur gélose (strie). 
Les B. coli venant de la surface donnent un voile dans le bouil- 
lon, et se développent bien sur gélose inclinée (strie). 


Gélatine. Par piqure en tube les deux bacilles donnent un 
aspect semblable. 
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III, GaracTERES DES COLONIES SUR PLAQUES. 


A.) B. typhique. Les colonies superficielles, comme nous 
Vavons démontré dans la premiére partie de notre travail, sont 
excessivement rares ; nons n’examinons donc que les colonies 
profondes, Celles-ci sont petites et blanc bleuté. 

B.) B. coli. Ses colonies sont superficielles ou profondes. 
Superficielles, elles sont étalées ou globuleuses; profondes, elles 
sont assez volumineuses, d’une coloration jaune brunatre, ou 
bien elles sont bleutées et punctiformes. Plus de détails seraient 
superflus, la description méme parfaite ne vaut en effet pas 
Pexamen que l’on peut en faire soi-méme. 

Avant de quitter cette étude des caractéres culturaux, nous 
altirons tout particulierement l’attention sur les deux faits sui- 
vants : 

1° Les bacilles coli et typhiques ainsi dépourvus de leurs 
propriétés par la vie en commun a la température de la chambre 
(du 7 juillet au 29 octobre) ne se développent plus a 37°; ils ne 
troublent pas le bouillon; ils poussent au contraire abon- 
damment entre 25 et 30°; 

2° Aprés un certain nombre de réensemencements successifs 
en bouillon ou sur gélose inclinée, les B. coli et typhique, méme 
alfaiblis, retrouvent leur énergie vitale, mais ils ne récupérent 
pas leurs propriétés distinctives (gaz, indol, agglutination). 

Les bactériologistes sont unanimes a reconnaitre que les 
caractéres morphologiques et culturaux sont trop contingents 
pour pouvoir servir de base a la différenciation des espéces 
colienne et typhique; a plus forte raison devons-nous les récuser 
lorsquw’il s’agit dela détermination d’organismes privés de leurs 
propriétés spécifiques. 

Si nous ajoutons d’autre part que les expériences VII et VII 
nous ont donné de sérieuses présomptions en faveur de Vori- 
gine typhique des bacilles th" , th", tH, thy, ty, retirés du 
mélange avant que le B, coli eut perdu ses propriétés, mais 
que les organismes tk“, th", cK, ck, retirés ensuite, ont été 
classés par nous comme B. typhique ou B. coli en nous basant 
exclusivement sur les caractéres culturaux dont nous venons de 
récuser la valeur, nous aurons montré qu'il était indispensable, 
pour confirmer notre diagnose, de rechercher s'il existe des 
moyens nous permettant de déterminer si nos organismes 
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mobiles, ne donnant ni gaz, ni indol, et n’étant pas agglutinés, 
appartenaient au groupe des typhiques ou & celui des coli. 

Le premier procédé consistait 4 tacher de rendre aux orga- 
nismes leurs caractéres typhiques ou cdliens. D’un haut intérét 
scientifique, ce procédé ne pourrait guére étre utilisé dans la 
pratique courante de l’analyse bactériologique des eaux, que 
nous envisageons surtout dans le présent travail : nous Vavons 
done réservé pour des recherches ultérieures. 

Une autre preuve, d’un emploi plus facile, nous est donnée 
par la propriété que possédent les animaux immunisés par l’in- 
jection répétée de cultures microbiennes, de fournir un sérum 
agelutinant le microbe injecté a Vexclusion de tout autre orga- 
nisme. Nous avons done injecté, 4 des cobayes adultes, les 
hacilles tH: ,1k, th, th, th’, thi) i=) ch ck, et tous 
avons reeherché si le sérum agglutinait le bacille coli ou le 
B. typhigue retiré de la selle 20 dont nous étions partis. 

Procédé opératoire. — Nous nous sommes adressé & la voie 
sous-culanée et nous avons introduit tous les 2 jours, sous la 
peau @un cobaye,2 c. c. dune culture en bouillon agée de 
2 jours. 

Apres 15 jours, une incision pratiquée dans Voreille du 
cobaye nous a permis d’obtenir le sérum dont nous ayons 
recherché le titre agglutinant. L’agglutination a été faite avec 
des cultures jeunes (18 & 22 h.) en bouillon, comme suit: a 
Paide d'une pipette Pasteur stérilisée, nous prélevions 9,19,29,etc. 
eouttes de bouillon de culture, que nous laissions tomber dans 
des verres de montre. Cette méme pipette rincée plusieurs fois 
par aspiration d'eau distillée, servait alors a ajouter au contenu 
des verres de montre une goutte du sérum pur ou dilué dont 
nous recherchions la propriété agglutinante. Aprés agitation, 
nous couvrions les verres de montre et les abandonnions a la 
température dela chambre. Apres une heure et demie de contact, 
nous examinions lagglutination a )’ceil nu et au microscope, 
Chaque fois nous préparions un lémoin dans Jes mémes condi- 
tions que les échantillons & agglutiner, mais nous n’y ajoutions 
pas de sérum. Cette précaution est nécessaire, parce que nous 
avons parfois constaté que des cultures en bouillon qui, en 
lubes, ne donnaient pas de faux amas, agglutinaient au con- 
lraire spontanément dans les préparations témoins. Une autre 
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cause (erreur, contre laquelle il faut se mettre en garde, réside 
dans le fait que le sérum normal de cobaye agglutine presque 
toujours le B. d’Eberth a 1/5 ou 1/10, rarement a 1/20. Il n’ag~ 
glutine qu’exceptionnellement le B, coliad 1/10 ou 4/20. 


Kxpsetence I. — Injection de tE: , c’est-a-dire du bacille typhique de la 
selle 20, retiré du mélange des B. typh. et coli de la selle 20, aprés 5 jours 
de vie en commun. 

Pour cette expérience, nous avons continué les injections tous les2 jours 
pendant 9 semaines, afin de nous renseigner sur le nombre d’injections 
nécessaires pour que le sérum atteigne le maximum, de son pouvoir agglu- 
linant. 

Nous résumons les résultats dans le tableau suivant : 


TITRE 


AGGLUTINANT APRES 


BACILLES 5 ee Rs ee ee ee 
soumis & Dépreuve. 15 jours. 3 semaines, | 5 semaines. | 7 semaines. | 9 semaines. |f 
aU RES aU eats es a 1/89 1/409 1/8000 4/8000 1/8000 
DHT BIATOCIC | ann mn sy 4/80 1/150 1/60) 4/1000 1/2000 
Ebbe neta e e mnes  4186 1/150 1/300 1/800 |, 1/1809 
lamee acidlGrm in... ; : 
BG cere Were. ae 1/10 nul. | 4/10 nul. | 4/49 nul. | 4/10 nul. | 4/10 nul. 


CONCLUSIONS. 


1° Le cobaye injecté avec tK' fournit un sérum qui agglu- 
tine le bacille typhique de la selle 20 a l’exclusion du B. coli de 
la méme selle; en conséquence, le B. tK' est bien le B. typhique 
de Ja selle 20 que la vie en Commun a privé de sa sensibilité 
vis-a-vis des agglutinines du sérum antityphique expérimental; 

2° Le sérum agglutine le B. typhique de la selle 20 aun Litre 
beaucoup plus élevé que le B. tl qui a servi a linjection; 

3° Le pouvoir agglutinant atteint son maximum 5 semaines 
aprés la premiére injection pour le B. typhique de la selle 20, 
A partir de ce moment, de nouvelles injections n'influencent plus 
le titre agglutinant. Pour le B. injecté, au contraire, le titre 
maximum n’est obtenu que 9 semaines aprés la premiére injec- 
tion. 

N. B. —Une expérience faite avec le bacille tH’ a donné des 


résultats identiques. 


Yarra tt 
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N. B. — Dans cette premiére expérience nous avons donné le 
résultat de agglutination pour divers échantillons de B. typhi- 
ques. Nous croirions sortir de notre sujet actuel, si, dans les 
expériences qui suivront, nous nous occupions de l’agglutina- 
tion des bacilles autres que t. s. 20 etc. s. 20'. Ce sonten effet les 
seuls qui présentent une importance réelle au point de vue de 
l'étude de l’« antagonisme entre le B. typhique et le B. coli » 
qui fait l'objet de cette seconde partie de notre travail; ce sont 
les seuls aussi dont J’agglutination puisse nous permettre de 
résoudre la question que nous nous sommes posée au début 
de ce chapitre : déterminer si nos organismes mobiles ne donnant ni 
gaz ni indol, et n’étant pas agglutinés, appartenaient au groupe des 
typhiques ow a celui des coli de la selle 20. 


[Experience If. — Pour celle-ci nous nous sommes adressé au hacille tliv, 
reliré du mélange Je 82¢ jour de Ja_vie commune. Le B. colis. 2) ne donnait 
plus d’indol, mais faisait encore fermenter la lactose. Nous avons opéré 
comme pour ]’expérience I. 


TITKE AGGLUTINANT APRES 


————$———— —~s 


BACILLES 


6 , 


15 jours. | 3 semaines. | 5 semaines. | 7 semaines. | 9 semaines 


Bigtiost20 eam eee p: iF 4/300 1/600 


néant. néant. néant. néant. néant. 


CONCLUSIONS. = 


1° Le cobaye injecté avec tkY fournit un sérum qui agglutine 
le B. typhique de la selle 20 & l’exclusion du B. coli de la méme 
selle. En conséquence, le B. tKY retiré du mélange le 82° jour 
est bien le B. t. s. 20 que la vieen commun avec le B. c.s. 20 a privé 
de sa sensibilité vis-a-vis des agglulinines du sérum antityphique 
expérimental ; 
2° Puisque les B. tE et tky retirés respectivement du 
mélange le 5° et 82° jour de la vie commune sont les B. typhiques 
de la selle 20 privés de leur propriété agglulinante, les bacilles 


1. Nous y reviendrons dans un prochain mémoire, et nous résumerons alors 
les expéricnces que nous avons entreprises relativement au mécanisme ‘et & 
essence de ce phénoméne ainsi quaux conditions qui peuvent le faire dispa- 
raitre chez le B, typhique. 


‘ rs 
er 
‘ictal 
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iv, tH, tE retrouvés dans le mélange entre le 5¢ et le 
82 jour sont aussi des échantillons du méme bacille. 

Nous avons ainsi montré d’une facon indubitable que les 
bacilles tH", th", tH, tE”, tEY, retirés du mélange entre le 
3° et le 82° jour de la vie commune, alors que le B. coli n’était 
pas encore privé de ses propriétés distinctives, sont des représentants 
du B.t. s. 20. 

Kn est-il de méme des B. tH, et B. tE", retrouvés dans le 
mélange le 102° jour et le 124° de la vie commune, alors que le 
B. coli était privé de ses caractéres distinctifs ? Les expériences sui- 
vantes nous permettront de résoudre cette question. 


EXPERIENCE III. — Nous nous sommes servi du B. tEvr, retiré du mélange 
Je 102e jour de la vie commune. Ace moment B. c. s.20 était dépourvu de 
ses propriétés (gaz, indol). 

L’expérience montre que, pour les deux bacilles soumis a l’épreuve, le 
titre agglutinant est nul apres 15 jours, 3, 5, 7et 9 semaines. 

Conctusion. — Le sérum de cobaye injecté avec tE™ n’ag- 
glutine pasleB.t.s.20, ilestégalement sans actionsurleB. c.s. 20. 
Nous ne pouvons done pas avoir de certitude relativement a 
Yorigine célienne ou typhique du B. ti. 


Exprrtence IV. — Nous avons injecté le B. coli cEy' afin de tacher den 
determiner Ja nature. 


TITRE AGGLUTINANT APRES 


ee 
BACILLES 


15 jours. 3 semaines, | 5 semaines. | 7 semaines.| 9 semaines. 


néant. néant. neant. néant. 


1/30 1/50 1/100 4/100 1/150 


Conciusion. — 1°) Le sérum du cobaye injecté avec ck", 
agelutinant le B. coli de las. 204 l’exclusion du B. t.s. 20, nous 
sommes autorisé & considérer cK” comme étantle B. c. s. 20, 
privé de ses propriétés (gaz, indol) par suite de la vie en com- 
mun avec le B.t. s. 20. : 

2°) Puisque le cE” est bien le B. c. s. 20 ayant perdu ses 
caractéres distinclifs, nous croyons pouvoir admettre que 
B. tE“ , dont ’expérience IL ne nous a pas permis de décou- 
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vrir Vorigine est bien le B. t. s. 20. En effet, les colonies des 
B. cE« et thy se trouvaient sur la méme plaque de gélatine 
et nous ne les avons éliquetées comme B. cK™ ou B. th™ que 
parce qu elles avyaient un aspect different. 


xpfhrimnces V et VI. — Avec les bacilles clive et tive retirés du mélange 
apres 12{ jours de vie commune, nous avons injecté deux nouveaux cobayes. 

Ces cobayes ont fourni (méme aprés 7 ct 9 semaines) un sérum dé- 
pourvu de propriclés agglutinanles & l’égard des B, typhiques ou coli de la 
selle 20. 


Conctusion. — Il nous a done été impossible de déterminer 
si les organismes relirés du mélange des B. typhiques et coli 
de la selle 20, aprés 121 jours d’existence commune, apparte- 
naient a l’espéce typhique ou a l’espéce colienne. 

L’étude des propriétés agglutinantes du sérum des cobayes 
auxquels nous avons injecté les bacilles tk' , th" , tH, th, 
tEY nous a permis de démontrer que ceux-ci étaient des des- 
cendants du B. typhique de la selle 20, parce que nous avions 
conservé dans notre collection le B. d’Eberth retiré de Ja selle 20 
qui nous a servi d étalon. Si cependant nous nous trouvions en 
présence d’orgauismes dont nous ne connaitrions pas la filiation, 
comme c’est le cas dans l’analyse microbiologique des eaux, 
ot les organismes souches font défaut, comment pourrions-nous 
décider si un organisme semblable aux bacilles tk, th, ete., 
etc., qui sont mobiles, qui ne donnent ni gaz ni indol, et ne sont 
pas agglutinés par le sérum antityphique expérimental, est 
typhique ou colien. 

On sait depuis longtemps, et nous venous de le démontrer a 
nouveau, que linjection réitérée a un.cobaye d'un B. typhique 
donne un sérum agglutinant le B. typhique authentique. La 
réciproque de celte proposition est-elle yvraie? Un sérum 
agglutinant un bacille typhique authentique provient-il indubi- 
tablement de Vinjection dun B. typhique? Cela parail évident 
a priori: cest en effet ce quaffirme te clinicien quand il fait le 
séro-diagnostic de la fiévre typhoide. Il admet qu’il y a toxi- 
infection par le B. d’Eberth quand le sérum du malade agglu- 
line le B. typhique authenlique dans des conditions requises. 
In conséquence, un B, inconnu, présentant les caractéres 
culluraux du B. dEberth, doit pouvoir étre considéré comme B. 
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typhique, si le sérum d'un cobaye auquel on la injecté agglu- 
line le B. typhique authentique & un titre suffisamment élevé. 

Nous avons done injecté les B. tk, the, tk", th, ete., 
etc., aux cobayes, et nous avons recherché aprés 15 jours le 
titre agglutinant de leur sérum, en prenant comme étalon le 
B. typhique Liége. 

Pour les injections et la recherche du pouvoir agglutinant, 
hous avons scrupuleusement suivi les prescriptions que nous 
avons énumérées antérieurement déja. Les expériences ont été 
cloturées apres 15 jours !. 

Nous consignons les résultats dans le tableau suivant : 


BACILLES TE | 
eth. agglutinant aprés OBSERVATIONS 
injecteés. 15 jours, 
WO Po oma as 1/40 Retire du mélange neutre apres 6 jours. 
EL Deets fe awe 1/40 Retire du mélange acide aprés 5 jours. 
BN eae 1/40 Retire du mélange neutre aprés 46 jours. 
CHE aR cio a 1/40 Retire du mélange acide aprés 46 jours. 
ODI SE i ae rere 1/39 Retiré du mélange neutre aprés 48 jours. 
TH Nae eerot ok Wea 4/30 Retire du melange acide apres 58 jours. 
NON eit peeeme Néant Retiré du inclange neutre apres 82 jours. 
he Adah eet tides | Néant Retiré du mélange acide aprés 82 jours. 
Pen eer es a 
Conctusion. — L’agelutination par le sérum du cobaye 


injecté avec les bacilles tk, th", thm, th , thw est un pro- 
cédé impuissant pour nous renseigner sur la nature typhique de 
B. tk’, il est incertain pour B. th’; il constitue un moyen 
rapide et sur pour B. th, B. th, B. th’, 

Les cobayes injectés avec ceax-ci donnent en effet uo 
sérum agglulinant a 1/40 le bacille typhique Liége; cette dilu- 
tion est suffisante, car elle éyuivaut sensiblement aa titre 
agelutinant qu’exige le clinicien pour poser le diagaostte Le 
fidvre typhoide quand il fait la séro-réaction, 

{. Nous avons cru ne pas pouvoir dépasser ce délai, parce {ae nous visioas 
ici plus spécialement l'analyse bactériologique des eaux, 


Se Lee ee eee 
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Pour confirmer cette opinion, nous avons injecté dans le 
tissu cellulaire sous-cutané des cobayes des cultures en bouillon 
de B. d’Eberth autres que B. de Liége, et nous avons déterminé 
apres 15 jours le titre agglutinant du sérum vis-a-vis du 
B. typhique Liége. 


BACILLES TITRE AGGLUTINANT 
OBSERVATIONS 
injectés. aprés 415 jours. 


Hts. S20 ase 1/50 


PAPEL SS ¢ 1/30 le 8¢ jour. Mort le 8¢ jour de l’expérience. 


ete Seca, (hi Mort le lendemain de Vinjection. 


Mort le lendemain de l’injection. 


Conciusion. — La plupart des cobayes injectés avec des B. 
d’Eberth de notre collection meurent ayant la fin del’expérience, 
avec généralisation du B. typhique dans les organes. Toutefois, 
le cobaye qui a recu B.t.s. 20 a donné, aprés 15 jours, unsérum 
agglutinant a 1/50, c’est la un titre qui se rapproche beaucoup 
de celui obtenu par V’inoculation de B. tH, B. tE", B. thn. 


Avant de poser les conclusions de ces expériences, il était 
indispensable de rechercher si le sérum des cobayes injectés 
avec des B. coli de provenance diverse agglutinait le B. typhique 
Liége. Le tableau suivant nous renseignera a ce sujet: 


1. Bacille d’Eberth retiré de la selle 22. (Voir 1° mémoire.) 
2. Bacille d’Eberth retiré de la selle 15. (Voir 1°" mémoire.) 


BACILLES TEE 
agglutinant ‘apres OBSERVATIONS 
injectés. aah 
45 jours. 
ae Se te a | 
Die CRON SAS deo néant. Cobaye mort aprés 42 jours. 
Cshe 20 namin: néant. Cobaye mort aprés le 3° jour. 
Cots 20 ineoas néant. C’estle c.s. 20 ne donnant plus d’indolaprés 
82 jours de vie en commun avec B. t.s. 20. | 
GEeey Seats Steen néant. Bacille coli normal retiré de l’eau. 
(Opes Sire ee ae néant. Coli retiré de eau ne donne pas d’indol, 
mais bien des gaz. 
(GES sas néant (cobaye mort le len-| Coli retiré de l'eau ne donne ni gaz, ni 
demain de l'injection), indol, cobaye mort le lendemain. 
CUE Ysera foes cotter néant. Coli retiré de eau donne gaz, pas indol. 
(Creeps ctr sees néant. Coli retiré de ’eau donne gaz et indol. 
Conciusion. — Le sérum de cobaye injecté avec le bacille 


coli n’agglutine donc pas leB. typhique Liége. En conséquence, 
Vétude du pouvoir agglutinant du sérum d’un cobaye auquel on 
a injecté pendant 15 jours (une fois tous les 2 jours) 2c. c. d’une 
culture en bouillon agée de 48 heures, constitue un moyen 
pratique et sir pour déterminer la nature typhique de certains 
bacilles d’Eberth privés de leur sensibilité vis-a-vis des agglu- 
tinines du sérum antityphique expérimental. D’autres bacilles 
qui ne sont pas agglutinés, et qui sont cependant des bacilles 
d’Eberth, échappent a toute détermination tant par cette méthode 
que par les moyens de différenciation dont nous disposons 
actuellement. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


Parvenu au terme de la seconde partie de notre travail, 
nous nous croyons autorisé & formuler les conclusions sul- 
vantes : 

1° La conception de l’écrasement du B. typhique par le 
B. coli, soutenue par Wathelet au laboratoire de Malvoz, est 
infirmée par nos recherches sur l’antagonisme entre ces deux 
organismes. Cet auteur n’a pas retrouveé le B. typhique dans 
ses mélanges, non pas parce que ce bacille n’y existait plus, 

46 
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mais bien parce qu’il s’est placé dans des conditions défavorables 
pour l’y déceler; 

2° La vie en commun peut modifier profondément les pro- 
priétés des deux organismes, le bacille typhique perdant ainsi 
sa sensibité vis-a-vis des agglutinines, le bacille coli étant 
privé de ses caractéres spécifiques (gaz, indol) ; 

3° Trés différentes au début des colonies typhiques, certaines 
colonies céliennes profondes s’en rapprochent insensiblement 
par leurs dimensions et leur aspect, a partir de la 3°, 4° semaine; 
elles sont alors franchement bleutées, tandis que les colonies 
éberthiennes sont blanc bleuté ; 

4° L’abaissement de l’énergie vitale des organismes se 
manifeste non seulement par une diminution de croissance des 
colonies, mais aussi par un retard dans leur apparition: ceci est 
surtout vrai pour les colonies typhiques qui, dés la 3°-4° semaine; 
ne se montrent plus guére que le 4°-5° jour, tandis qu’au début 
elles apparaissaient le second jour aprés l’ensemencement; 

5° Si lagglutination d’un bacille, présentant les caractéres 
du B. d’Eberth, par le sérum antityphique expérimental, a un 
titre élevé, est un moyen suffisant pour nous autoriser a le 
considérer comme typhique, l’absence de sensibilité vis-a-vis 
des agglutinines spécifiques ne nous permet pas de rejeter cet 
organisme du groupe des typhiques; 

6° Les bacilles qui posseédent les attributs du B. d’Eberth, 
mais gui ne sont plus agglutinés par le sérum antityphique 
expérimental, doivent étre considérés comme B. typhiques, si le 
cobaye auquel ona injecté tous les 2 jours 2 c. c. d’une culture 
en bouillon agée de 48 heures, fournit aprés 15 jours un sérum 
agglutinant le B. typhique authentique au titre minimum 
de 1/40; 

7° Il peut exister des bacilles d’Eberth authentiques, mais 
non agglutinés par le sérum antityphique, dont il est impossible 
de déterminer la nature typhique, tant par le procédé énoncé 
ci-dessus, que par les moyens de diagnose dont on dispose 
actuellement. 


re. 


Recherches Sur le traitement des animaux tuberculenx 


PAR LA METHODE DE LANDERER 
et sur la virulence des bacilles tuberculeux. 


Par ve Dt E. KROMPECHER (Buppssr) 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


T 
re 


La base scientifique de la méthode de Landerer! dans le 
traitement de la tuberculose par les préparations de cannelle 
est constituée par les recherches de Richter, publiées en 1893, 
dans les Archives de Virchow, sous le titre : Recherches histo- 
logiques sur l’effet de acide cinnamique sur des lapins tuber- 
culeux. 

Richter a inoculé 10 animaux par la voie intra-veineuse 
avec la dilution d'une culture pure de bacilles tuberculeux. — 
Le mode de préparation de cette dilution ainsi que la quantité 
du liquide inoculé ne sont pas mentionnés. — Un de ces ani- 
maux succomba 13, l’autre 18 jours aprés Vinfection, et c’est 
aprés la constatation des lésions pulmonaires ples ou moins 
étendues de ces animaux que le traitement fut mis a lépreuve. 
On a gardé un lapin comme témoin. On sest servi d'une 
émulsion 4 5 0/0 d’acide cinnamique, dont on injectait dans les 
veines, chaque fois 0,1, 0,2 grammes, au début, et 0,5 grammes 
plus tard, Vinjection se faisant 2 fois par semaine, Sur les 
lapins traités de cette fagon, 2 succomberent spontanément : le 
premier au 19° jourdu traitement, aprés 6 injections; ledeuxiéme, 
au bout de 7 mois 1/2, dune pneunomie aigué. Tous les 
autres animaux furent sacrifiés sous chloroforme au bout de 
6 mois de traitement. Le lapin non traité qui servait de témoin 
est mort 7 mois apres Vinfection; son autopsie n'a pas été 
faite. 

1, Die Behandlung der Tuberculose mit Zimtsdure, Leipzig, 1893. 
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Aprés une étude soigneuse des changements histologiques 
observés chez les animaux tuberculeux traités ainsi par l’acide 
cinnamique, Richter conclut que, sous l’influence du traitement 
de Landerer, le tubercule, au lieu de suivre son évolution 
normale, caséification et ramollissement, subit, au contraire, 
une transformation fibreuse et imprime ainsi une tendance a la 
guérison. Ainsi lévolution que suit, sous Vinfluence du: trae 
tement par l’acide cinnamique, la tuberculose inoculée res- 
semble bien aux processus que nous observons dans les cas 
d’enkystements de corps ¢trangers. 

Pour la tuberculose péritonéale, Landerer n’a réussia obte- 
nirla guérison dans aucune de ses séries. Dans 2 séries linocu- 
lation de cultures tuberculeuses pures demeura sans effet, et, 
dans une troisiéme, tous les animaux sont morts dans le cou- 
rant de 4semaines, de sorte que le traitement commencé dans la 
troisieme semaine n’a produit presque aucun effet. Les ani- 
maux d’une 4° série, inoculés avec des ganglions Jymphatiques 
tuberculeux dans le péritoine, résistérent a linfection. Dans 
une 5° série, les animaux furent d’abord inoculés, dans le péri- 
toine, avec des ganglions tuberculeux mélangés intimement 
avec une solution de chlorure de sodium; comme la laparotomie 
exploratrice, faite au bout de 3 semaines, montra un résultat 
négatif, on procéda & une deuxiéme inoculation, dans le péri- 
toine, de ganglions tuberculeux triturés. Tous ces animaux 
périrent dans une période de 4 mois, et, a l’autopsie, les tuber- 
cules caséeux paraissaient encapsulés de leucocytes et de tissu 
_fibreux qui pénétraient jusqu’a lintérieur du tubercule. Les 
changements histologiques observés, sous ]’influence de l’acide 
cinnamique, chez les animaux de cette 5° série atteints de tuber- 
culose péritonéale expérimentale, sont done comparables a ceux 
que Richter obtint par la méthode de Landerer dans le traite- 
ment de la tuberculose pulmonaire. 

Richter et Spiro! ont observé quesous l’influence des injections 
d’acide cinnamique, chez]’animal et ’homme, —sains ou tuber- 
culeux, — il se produisait des phénoménes de leucocytose avec 
multiplication notable de globules blancs polynucléaires. Ces 


1. Ueber die Wirkiting intravendser Zimmtsiure injectionen atif das Blut, Arch. 
fur experimentelle Pathologie und Pharmakologie, 1894. 
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phénoménes sont surtout accentués chez les animaux tubercu- 
leux a la suite d’une injection intra-veineuse; ils atteignent leur 
maximum 4 heures aprésl’injection, et reviennent en 24 heures 
a Pétat normal. Malgré des injections répétées durant des mois, 
4 2-3 jours dintervalle, on n’a pu obtenir une multiplication 
durable de leucocytes, une leucocytose chronique pour ainsi 
dire. 

En dehors de ce que les expériences de Richter ne donnent 
aucun renseignement sur le mode de préparation de l’émulsion 
qui a servi a l’inoculation, ni sur la quantité du liquide qui a 
été injecté, elles prétent encore a la critique du fait qu’un seul 
animal fut laissé pour controle, et qu’elles n’indiquent pas ni 
Vautopsie ni l’examen histologique de ce témoin unique. — Il est 
aussi quelque peu surprenant que cet animal de controle ne 
mourtt que 7 mois aprés inoculation intra-veineuse avec des 
bacilles tuberculeux, puisqu’on sait que les lapins inoculés, par 
la voie veineuse, avec des bacilles tuberculeux virulents, suc- 
combent ordinairement 1, 2, ou, tout au plus, 3 mois aprés 
Vinoculation, d’une tuberculose généralisée. — On sait d’autre 
part que les tubercules provoqués par des bacilles affaiblis gué- 
rissent spontanément ens’entourantd’une capsule conjonctive 
(Lote), et présentent, en un mot, les mémes changements histo- 
logiques que Richter nous trace de la tuberculose traitée au 
moyen de lacide cinnamique. Il n’est pas possible de nier, 
comme cela résulte du fait que ’animal de controle a survécu 
7 mois, et malgré la constatation par Richter de la mort de deux 
Japins au 13° et au 18° jour, que l’infection primitive ne futpastrop 
grave; mais il y a encore en outre a se demander si les animaux 
traités n’auraient pas pu, comme l’animal témoin, continuer a 
vivre pendant 6 mois, méme sans avoir subi un traitement par 
l'acide cinnamique, et si l’animal de contrdle n’aurait pas pu 
présenter les mémes processus histologiques que les animaux 
traités. 

Bref, la série de recherches de Richter n’est pas sans 
reproches, et laisse fortement soupgonner que la culture dont il 
s’est servi n était pas assez virulente, et queles changements histo- 
logiques attribués a l’effet de Vacide cinnamique nétaient que 
le résultat de la tendance naturelle a la guérison que présentent 
les tubercules produits par des bacilles affaiblis. — Cette maniére 
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de voir trouve encore sa confirmation dans cette remarque de 
Landerer, que les animaux inoculés, dans le péritoine, avec des 
bacilles virulents, moururent dans 4 semaines, de sorte que le 
traitement commencé déja a la fin de la 3° semaine est resté 
« presque sans effet ». 

Il en est de méme des expériences de la 5° série, dont nous 
avons parlé plus haut. 

Il ne faut pas oublier que les animaux de cette série ont été 
inoculés une premitre fois avec des ganglions tuberculeux dont 
effet, d’aprés la laparotomie exploratrice, n’était pas encore 
visible au bout de 3 semaines, et que les formations fibreuses et 
lenkystement, qui ont suivi la deuxiéme inoculation et son trai- 
tement, pouvaient trés bien tirer leur origine des tubercules de 
la premiere inoculation avec des bacilles affaiblis. Il pouvait 
donc s’agir ici encore du résultat dune tendance spontanée, 
naturelle. 

Pour savoir si d’un cété les animaux traités par acide cin- 
namique acquiérent une immunité contre la tuberculose, et si de 
Vautre, chez les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux 
virulents, la maladie a une marche plus lente et présente les 
transformations histologiques décrites par Richter, nous avons 
traité des animaux pendant un temps variable par Vacide cinna- 
mique, et les avons inoculés ensuite avec des bacilles tuberculeux 
virulents ; nous avons aussi traité par l’acide cinnamique des 
animaux inoculés préalablement avec des hacilles tuberculeux 
virulents. Chaque fois, lenombre des animaux de controle était 
égal acelui des animaux soumis a l’expérience. 

Nous avons employé, pour le traitement, la solution, fai- 
blement alcaline, stérilisée, de cinnamate de soude a 4 0/0, qui 
aété derniérementrecommandeée par Landerer ala place del’acide 


cinnamigue. Les lapins furent inoculés par la veine de Voreille, 


les cobayes dans le péritoine ou sous la peau. Pour l’inoculation 
des animaux, — ceux qui ont été préalablement traités ainsi que 
ceux sur lesquels nous avons voulu étudier l’action thérapeu- 
tique du cinnamate de soude, — nous avons employé une cul- 
ture pure du bacille tuberculeux humain, dgée de 3 semaines. 
3 prises de cette culture avec un fil de platine, ce qui fait 3 milli- 
grammes environ, furent déposées dans 10 c. c. d’eau stérilisée 
et mélangées intimement jusqu’a la formation d’une émulsion 
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fine, 0,5 c. c. ou 0,15 milligrammes de cette émulsion sont ino- 
culés par vole veineuse, péritonéale ou sous-cutanée. Tous les 
animaux sont inoculés avec une culture de méme age. 

Les animaux de contréle inoculés de cette facon, dans la 
veine ou dans le péritoine, succombérent en général 1 & 2 mois 
plus tard, trés amaigris, d’une tuberculose généralisée. — Les 
cobayes inoculés par la voie sous-cutanée présentérent des ulcé- 
rations tuberculeuses bien prononcées, aux points ot avait été 
faite la pique, déja dés la 2° semaine aprés l’inoculation, et dés la 
3° semaine il survint chez eux une tuméfaction des ganglions 
lymphatiques de la région. — Dans la majorité des cas, la tuber- 
culose ainsi inoculée amenait rapidement un fort amaigrisse- 
ment, et la mort au bout de 3 mois. 

Les détails qui concernent les animaux de controle sont 
indiqués dans le tableau suivant : 


MODE 
ANIMAL |INFECTION MORT EXAMEN HISTOL. PATHOL. 
infection. 
Lapins | 1899, XI, |voieintra-vei-|13 jours/Tubercules microscopiques dans 
15 neuse les poumons, le foie et la rate. 
— 1899, XII, 16 _- 15 — _ -- 
= — — 23 — |Tubercules des poumons visibles 
a Poeil nu, rate augmentée de 
volume. 
= eee ae Oia es = = 
== 1899, XII, 2} «© — 30 — |Tuberculose géncralisce bien ac- 
centuée. 
ay Fe = 1S es =X = 
Cobayes |1899, XII, 16] voie intra-pé-/23 — |Début d’une tuberculose miliaire. 
ritonéale. La rate grosse. 
-- 1899, XI, 15 — 50 — |Tuberculose généralisée pronon- 
cée, 
— 1900, I, 8 — 58 — — — 
— 1900, I, 3 | voie sous- | sacrifié |Uleére tuberculeuxau pointd’ino- 


cutanée. {25 jours} culation. Tuberculose périto- 
néale. 


— — — mort |Tuberculose généralisée. 
75 jours 


2 = == 25 — |Ulcére tuberculeuxau point d’ino- 
culation et ganglions tuméfiés. 


pee ee. Oe 


pay eee 


4 
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Afin de résoudre la premiére question « si les préparations cinna- 
miques sont capables de donner Vimmunité contre la tuberculose ou 
si elles ont une influence quelconque sur la marche de la maladie, 
j'ai administré, pendant des semaines et des mois, du cinnamate 
de soude aux animaux que j'ai inoculés secondairement avec des 
bacilles tuberculeux. L’injection se faisait 1 42 fois par semaine, 
en moyenne. Les lapins recevaient chaque fois dans les veines 
de 10 a 40 centigrammes, dose qu’ils supportaient facilement 
sans aucune suite facheuse. Des doses plus élevées, de 60 a 
80 centigrammes, causérent dans 1-2 cas la mort des lapins, de 
sorte queje dus m’en abstenir. Pour les injections aux cobayes, 
je fis usage d’une solution a 2 0/0; chaque injectton était de 10 a 
20 centigrammes. Des solutions concentrées & 4 0/0 ame- 
nérent dans plusieurs cas la mort par une syncope cardiaque 
retlexe. 

Le tableau suivant nous indique la maniére dont se compor- 
taient vis-a-vis de la tuberculose les animaux traités préventive- 
ment comme nous venons de lindiquer. 


1 
DEBUT Mort apres 
ste NS DUREE |QUANTITE | l'inoctlatio | EXAMEN HISTOL. PATHOL. 


du traitement. 
u itemen avec bac. tub, 


Lapins |1899, IX, 27] 80jours| 190 cgm. | 9 jours|Hyperémie des poumons. 
— Infarctus hémorrhagi- 
ques abondants. — Tuber- 
culose microscopique. 


-- -- 80 — |} 315 — |380 — |Tuberculose généralisée 
bien avancée. 
== 1899, IX, 7/400 — | 230 — |48 — as = 
Cobayes |1899, IX, 8} 98 — | 197 — _ {23 j. (Infect. = a= 
par voie 
intrapériton.) 
—_ — 121 — | 247 -—— |49j. (Infect. is, ae 
par voie 


intrapériton.) 


Il résulte de ces expériences que les animaux soumis au traite- 
ment pendant une période variant de 21/2 a & mois, et qui ont recu 
du cinnamate de soude en quantité variant de 190 a 315 centigrammes, 
succombaient a la tuberculose 1 a 2 mois apres Vinoculation, ¢ est-d- 
dire dans le méme temps et dans les mémes conditions cliniques et patho- 
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logiques que les animaux de contréle. Le cinnamate de soude non 
seulement wa donné, dans aucun cas, de Vimmunité, mais n’a méme 
ew aucune influence retardatrice sur la marche dela maladie. 

Pour répondre a la deuxiéme question se rapportant a l’effet 
thérapeutique du cinnamate de soude chez des animaux tuberculeux, 
j inoculai, d’aprés le mode indiqué plus haut, des lapins et des 
cobayes avec des bacilles de la tuberculose; le traitement com- 
mengait 2, 8, 14, 21, 28 jours plus tard. L’injection de cinna- 
mate desoude, en dose de 10-15 centigrammes, se faisait régu- 
ligrement 2 fois par semaine. Le tableau suivant indique la 
marche de la tuberculose chez les 10 animaux traités. 


INocuLiTION | DEBUT By OKs 
ANIMAL du traitement] QUANTITE japrés 1'infee- EXAMEN PATHOLOGIQUE 
pee goulense: ap. l’infeet. tion. 


Lapin |1899, XII,16) 2 jours] 20c¢ |12 jours/Une forte hyperémie aux pou- 
mons. Grosse rate. Tubercu- 
lose micros¢opique. 


ys sMOEN Et WSS Leay ok Oe 85 {28 — |Tuberculose des poumons visi- 
ble microscopiquement. Tu- 
berculose miliaire du foie et 
de la rate. Cette derniére est 
trés volumineuse. 


a 1899, XII, 2})144 — 90) 23) — — 
— 1899, XT1,46)21 .— 20 j30 — == 
—_ = os 1 Sia (meee — 
Cobaye | 1900, I, 27} 2 — 10 6 — _ |véritonite streptococcique. 
(vo'e -sous-cutanée) 
= $900, 1,9 | § — 40 {24 -— |Uleération tuberculeuse au point 


(voie sous-cutanée) @inoculation : ganglions de la 
région tuméfiés, péritonite 
tuberculeuse. Rate trés volu- 


mineuse. 

— = 8 — {00 |80 — |Luberculose généralisée bien 
avancée. 

= = 14 — 146 |23 — |Tuberculose péritonéale et pul- 
monaire. 

— 1899, XII,46/21 — 410 |7% — |fuberculose avancee. 

(voie sous-eutanée) 
— -— ih ae | MD IES _ 
— 1899, XI, 15}28 — 94 -|56 — _ 


(v, intrapéritoné. ) 
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Comme on le voit, les animaus traités avec du cinnamate de soude 
apartir du 2°, 8°, 14°, 21° et 28° jour apres Vinoculation tuberculeuse, 
succombaient, en moyenne, 1 a@ 3 mois plus tard, a la tuberculose 
tout aussi bien que les animaux témoins. 

Ni macro ni microscopiquement on ne pouvait découvrir de 
processus tendant a la guérison comme la transformation fibreuse et 
Venkystement. 

La seule chose que j’aie pu constater chez les lapins sains 
ainsi que chez les lapins tuberculeux, aprés Vinjection intra- 
veineuse de cinnamate de soude, c’est la multiplication du tissu 
qui forme le stroma des poumons. Les cellules du tissu conjonc- 
tif, surtout les cellules endothéliales, paraissaient fortement pro- 
liférées et montraient par-ci et par-la des figures de karyokinése. 

J'ai aussi observé des changements pareils dans les pou- 
mons de lapins qui, comme nous le verrons dans le chapitre 
suivant, ont été inoculés dans les veines avec des bacilles viru- 
lents — vivants ou morts — de la tuberculose humaine et dela 
tuberculose des poissons; ces changements étaient toujours 
localisés aux poumons. Kn présence de ces faits, il m’est impos- 
sible @attribuer cette pnewmonie interstitielle & une action parti- 
culiére de l’acide cinnamique, et je penche ala considérer comme 
le résultat de Paction mécanique et chimique de la solution ou 
de ’émulsion. 

J'ai puconstater la réalité des indications de Richter, de Spiro 
et Landerer sur l’action physiologique de Vacide cinnamique : 
3a 4 heures apres l’injection intra-veineuse survient une leuco- 
cytose active qui disparait 24 heures aprés. Malgré un traitement 
prolongé pendant 2 mois 1/2, durant lequel le lapin sain soumis 
a lexpérience a regu 500 centigrammes environ de cinnamate 
de soude, je n’ai pas pu découvrir chez l’animal en question 
aucun autre changement histologique ou pathologique que celui 
que nous venons de décrire sous le nom de pneumonie intersti- 
tielle. L’animal avait augmenté de poids, V’urine est restée nor- 
male. {1 est encore un point remarquable, c’est la coloration 
rouge intense, l’hyperémie de la moelle des os, que je trouvais 
toujours moins prononcée chez les animaux qui n’avaient pas 
subi Vinfluence de Vacide cinnamique. Ce phénoméne, me 


semble-t-il, doit étre mis en relation avec la prolifération des 
leucocytes. 
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Nous pouvons done résumer les résultats de nos expériences 
comme sult : 

Les aumaux traités par le cinnamate de soude en injections intra- 
veincuses présentent, 3 a 4 heures apres Vinjection, une leucocytose 
trés accusée et une hyperémie de la moelle osseuse ; le stroma des pou- 
mons, obéissant, il semble, a Vaction mécanique et chimique du 
liquide de Vinjection, est augmenté d’une facon appréciable ; les ani- 
maux, du reste, se portent bien et peuvent augmenter de poids. 

Le traitement préventif avec le cinnamate de soude ne donne aucune 
mmunité aux animaux contre Vinfection par des bacilles tubercu- 
leux virulents. 

Les animaux appropriés, inoculés avec des bacilles tuberculeux 
virulents, succombent ala tuberculose, malgré le traitement par le cin- 
namate de soude, aussi bien et aussi rapidement que les animaux 
iémoms. 

Des processus tendant a la guérison ne s observent nulle part chez 
les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux virulents. 

Ces expériences de controle, ainsi que le fait que le seul animal 
témoin de Richter resta vivant pendant T mois, suffisent largement 
pour démontrer que Richter s’était servi, pour Vinoculation des ani- 
maux et pour ses expériences, de bacilles tuberculeux affaiblis a viru- 
lence insuffisante, et qwil avait attribué a Vacide cinnamique la gué- 
rison qui n était que le résultat dune tendance spontanée, naturelle. 


I] 


Je crois pouvoir conclure des recherches que je viens de 
décrire que Richter, qui a le premier expérimenté les prépa- 
rations cinnamiques sur des lapins tuberculeux, s’était servi pour 
Vinoculation de ses animaux de bacilles trop peu virulents, 
puisque l’animal de controle lui-méme est resté vivant pendant 
7 mois. A cette occasion, j'ai entrepris une série d’expériences 
ayant pour but de rechercher la virulence de différents bacilles 
tuberculeux. Mes expériences ont porté en tout sur 7 cultures : 
3 cultures empruntées a la tuberculose des mammiferes, 
3a la tuberculose des oiseaux et 1 a la tuberculose des pois- 
sons. Dans la supposition que les modifications provoquées 
par les bacilles seraient d’autant plus différentes que la diffé- 
rence de la virulence elle-méme de ces bacilles est plus grande, 
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jinstituai des recherches systématiques, principalement avec 
une culture ¢rés virulente, une autre de virulence nulle, des bacilles 
tuberculeux humains, et une culture des bacilles tuberculeux des 
poissons. L’émulsion destinée & Vinoculation fut préparée de la 
facon suivante ; un fil de platine fut plongé a trois reprises dans 
une culture vieille de 2-3 semaines, et fut ensuite introduit, aprés 
chaque immersion dans la culture, dans 10 c. c. d’eau sterilisée. 
Les trois prises avec le fil de platine égalant approximative- 
ment 3 milligrammes de culture, chaque c. c. de cette émulsion 
contenait 0,3 milligrammes environ de bacilles tuberculeux. 
Chaque injection contenait, suivant les circonstances, de 1/44 
10 c. c., c’est-a-dire de 0,4 & 3 milligrammes. L’inoculation aux 
lapins se faisait d’ordinaire par voie intra-veineuse ;elle se faisait, 
chez les cobayes, par voie intra-péritonéale ou sous-cutanée. 
Quelques semaines aprés l’injection de bacilles vivants ou morts 
dans la veine de Voreile, on trouvait constamment une pneu- 
monie interstitielle plus ou moins prononcée, Celle-ci est certai- 
nement le résultat de Vaction mécanique et chimique que 
’émulsion exerce sur les tissus pulmonaires; cela parait d’autant 
plus vraisemblable que j’ai observé les mémes modifications chez 
des animaux auxquels j’injectais dans la veine de loreille de 
Vacide cinnamigue, sans que la multiplication du tissu conjonctif 
se retrouve quelque part ailleurs. 

Comme j’avais supposé que les bacilles tuberculeux, de viru- 
lence différente, sont capables de provoquer des modifications 
différentes suivant Je degré de leur virulence, et cela méme si 
Yon opére avec des cultures tuées par la chaleur, et comme on 
pouvait s’expliquer ainsi comment certains auteurs obte- 
naient, en opérant avec des bacilles morts, des tubercules sans 
caséification, d’autres des tubercules caséifiés, je fis des expé- 
riences aussi avec des bacilles morts, mais de différents degrés de 
virulence. Pour voir enfin si d’une part les animaux inoculés 
avec des hacilles de virulence différente réagissent avec 
une intensité égale contre une tuberculine active, et si, d’autre 
part, les bacilles d’une virulence inégale donnent aussi des 
tuberculines d’effet variable, j’étudiai d’abord la maniére dont 
se comportent vis-a-vis d’une tuberculine active les animaux 
inoculés avec des bacilles inégalement virulents; j’étudiai ensuite 
comment agissent sur les animaux tuberculeux les tuberculines 
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préparées avec des bacilles de différents degrés de virulence. 

Les questions auxquelles je me propose ainsi de répondre 
sont donc les suivantes : 

I. Quelles sont les modifications cliniques, pathologiques et histolo- 
giques que provoguent les bacilles tuberculeux vivants de virulence 
différente, bacilles de la tuberculose humaine tres virulents et sans 
virulence, bacilles dela tuberculose des poissons ? 

II. Méme question pour les bacilles tués par la chaleur ; 

III. Comment se comportent les animaux inoculés avec ces trois 
variétés de bacilles, soit a Vétat vivant, soit a état mort, vis-a-vis de 
la tuberculine ; 

IV. Comment réagit sur les animaux tuberculeux la tuberculine 
préparée avec une de ces trois variétés de bacilles. 


I. Modifications cliniques, pathologiques et histologiques pro-- 
voquées par les bacilles vivants de la tubercuiose humaine — trés 
virulents et de virulence nulle — et par ceux de la tuberculose des 
powssons. 

1° Le bacille tuberculeux, trés virulent, pris dans un ganglion 
inguinal d’un cobaye tuberculeux, tuait des lapins en inoculation 
intra-veineuse déja au bout de 13 a 23 jours; les cobayes, en 
inoculation intra-péritonéale au bout de 6 4 8 semaines ; la quali- 
fication trés virulent n’était done pas exagérée ; 

2° Le bacille tuberculeux humain non virulent se trouvait 
depuis 6 ans sans interruption dans des milieux artificiels. Durant 
ce temps, la culture avait pris peu a peu les caractéres rappelant 
celle dela twberculose aviaire; elle se ramollissait, devenait plus 
liquide, et formait, sur la gélose, quelques semaines aprés l’ense- 
mencement,de gros plis, de sorte quelle rappelait sous beaucoup 
de rapports la culture du bacille mésentérique. 

Il faut remarquer que ce bacille non virulent ou avirulent 
poussait encore a la température de 15° a 20°, mais faiblement et 
lentement. Chez des bacilles en culture sur gélose depuis plu- 
sieurs semaines, je trouvais constamment les ramifications et les 
formations en-massue décrites pour la premiére fois par Metchni- 
koff ; je n’en trouvais pas dans des cultures sur pommes de terre, 
mais je rencontrais ici souvent des batonnets gros et courts, en 
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forme de chaine principalement, au moment de l’apparition des 
spores, qui ressemblent beaucoup aux bacilles de Loffler. 

Les résultats d’expériences sur linoculation de ces bacilles 
avirulents aux animaux sont indiqués dans le tableau suivant : 


RESULTATS MODIFICATION 


ANIMAL |INOCULATION 
de Vautopsie MICROSCOPIQUE 


A 1899, X, 4 | Sacrifice Négatif |Dans les poumons, le foie 
Lapin A CnC apres .| et la rate des tubercules 
(1990 gr.)| voie intrav. |17 jours miliaires pew nom- 
breux constitués par 
1-2 cellules géantes ne 
contenant que peu de 
bacilles tuberculeux, 
elpar des leucocytes peu 
nombreux ; pas de 
caséification. 


B Sacrifié |460 er. Comme chez A, toutefots 
Lapin apres | d’augn Pinfiltration des leuco- 
(1820 gr. 40 jours cytes est encore moins 
accusée ; pas de caséifi- 

cation. 


G Sacrifié |830 er. Comme chez A et B, vin- 

Lapin apres | @aug. filtration des leucocy- 

(1810 gr. 79 jours tes presque absente ; 
pas de caséification. 


dD 1900, I, 8 | Sacrifié Comme chez A. 
Lapin 1,5 apres 
(1870 gr.)} voile intray. |16 jours 


A 4900, I, 8 | Sacrifié Quelques cellules géantes 
Cobaye 1 CuCs apres disséminées non casét- 
voile intrap. |23 jours jiées dans le foie et la 
rate; la piupart se 
montrent dépourvues 
de bacilles. 


Un tubereule ca-| — 
Séeux Bros comme 
une lentille an 
point d'inccula- 
tion. 

Pour le reste, né- 
patil, 


eB Sacrifice 
Cobaye apres 
42 jours 


moins accusée. 


1900, I, 8 | Sacrifié 
Cobaye }2c.c. dans le périt | apres 
0,5 6. ¢. sous la peauj46 yours 


Négatif 


i 


D 1900, II, 24 | Sacrifié 
Cobaye |%e. c.dans le périt.| aprés 
}0,5.¢, c. sous la peaujl5 jours 
| 


Augmentation de poids plus ou 


Comme on voit, les lapins et les cobayes inoculés avec des quan- 
tités d’émulsion variant de 1 a 2,5¢. ¢. soit par voie intra-veineuse, soit 
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par voie intra-péritonéale et sous-cutanée, sont resiés completement 
sains pendant une période variant de 15 a 79 jours, et ont méme mani- 
festé une augmentation de poids uppréciable. 

Un seul cobaye (Bya présenté, au niveau du point de Vinocu- 
lation, un tubercule caséeux gros comme une Jentille, et il est 
certain que la lésion locale des tissus a du favoriser son évolu- 
tion. © 

Tous lesanimaux ont montré un état normal de santé pendant la 
vie et a Vautopsie ; au microscope on constatait chez les lapins dans 
les poumons, le foie.et la rate, chez les cobayes dans le foie et la rate, 
quelques cellules géantes disséminées, non caséeuses, contenant des 
bacilles tuberculeux rares et facilement colorables ; les cellules géantes 
ftavent entourées d'une zone infiltrée de leucocyles peu nombreux qui 
ont disparu déja au bout de 1 a2 mois. En raison de ces modifications 
histologiques minimes, sans aucune influence manifeste sur la santé 
des animaux, j'ai désigné les bacilles tuberculeux en question du quali- 
ficatif « avirulents ». 

3° Le bacille tuberculeux des poissons qui a été isolé par Batail- 
lon, Dubard et Ferré’ Vune tumeur de la paroi abdominale de la 
carpe, ne donnait les ramifications décrites par Aral et Dubard 
que sur la gélose; cullivé sur la pomme de terre, il se présente 
sous forme de batonnets gros et courts, en forme de chaine, 
ressemblant un peu au bacille de la diphtérie.. Les animaux 
inoculés avec ce bacille ont donné les résultats indiqués dans le 
tableau ci-apreés. 8 

Comme on va le voir, les animaux inoculés avec le bacille 
tuberculeux des poissons, sou’ par vole mtra-veincuse, soil par 
voie intra-péritonéale et sous-cutanée, ont continué a se bien porter, 
et les organes des animaux sacrifiés dans la période de 15 a 48 jours 
nont montré que des modifications histologiques légeres consistant, 
principalement, dans lapparition en des points différents des cellules 
géantes, ne contenant que peu de bacilles tuberculeux et eniourées de 
rares leucocytes ; pas de dégénérescence caséeuse. 

Si ’on compare maintenant les modifications provoquées ches 
des animaux expérimentés par ces différents baciiles, on sapergott 
vite qwil y a dun coté une grande difference entre les lsions provo- 
quées par le bacille tuberculeux humain tres virulent et celles provo- 


4. Un nouveau type de tuberculose, Comp. rend. de la Soc. de Biologie, 1897. 
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MODIFICATIONS 


INOCULATION| MORT | POIDS | AUTOPSIE 
ee MICROSCOPIQUES 


A 1900, I, 2 Mort — Peritonite gramt-| Modification dans le pa- 
Lapin DiGsaCs apres leuse particu) renchyme des viscéres 
(1870 er.)| voie intray. | 7 jours litre causée par) peu appréciables. 
he = un bacille con- 


tenant des spores 


B — Sacrifi¢ a= Wégatif |\Les poumons, le foie et 

Lapin apres la rate présentent en 

(2040 er.) 20 jours différents points des 
| ( g é 


cellules géantes entou- 
rées par quelques leu- 
cocytes et contenant 
peu de bacilles; pas 
de dégénérescence ca- 


séeuse. 
C = Sacrifié | 440 gr. aa bass ae 
Lapin aprés |@’aug 
(1900 gr.) 40 jours|de poids 
A 1900, I, 2 | Sacrifié Négatit |Des cellules géantes ty- 


piques _ disséminées 
dans le foie et dans 
la rate; pas de dégé- 
neérescence caséeuse. 


Cobaye |i ¢. ¢. intrap.| apres 
0,5 ¢.c. sous-eutané |15 gowns 


B — Sacrifi¢ 
Cobaye apres 
a 
48 jours 


ou moins prononcée, 


G 4900, II, 3 | Sacrifié 
Cobaye |2c. c. intrap.| apres 
0,5 ¢.c. sous-cutand |30 jours 


Augmentation de poids plus 


& 


quées par le B. tuberculeux humain avirulent, et que, de Vautre, les 
lésions provoquées par le bacille tuberculeux humain avirulent, et 
celles provoquées par le bacille tuberculeux des poissons sont complete- 
ment identiques. Le bacille tuberculeux tres virulent engendre la 
maladie tuburculeuse et améne la caséification des tubercules; le 
bacille tuberculeux avirulent ainsi que le bacille tuberculeux des pois- 
sons laissent au contraire intacte la santé apparente des animaux, et se 
bornent a la production de quelques modifications microscopiques légeres 
caractérisées par Vapparition des quelques cellules géantes disséminées 
entourée de cellules rondes dinfiltration peu nombreuses. 

Cependant Lite ', qui, le premier, s’était servi dans ses recher- 
ches de bacilles qui, primitivement trés virulents, ont été 
notablement affaiblis dans leur virulence par une culture dans 


1. Orvosi hetilap, 1889. 
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un milieu artificiel pendant plusieurs années, avait bien réussi 
& provoquer parlinoculation soit intra-veineuse, soit intra-péri- 
tonéale, de ces bacilles affaiblis, des tubercules partiellement 
encapsulés et visibles a Veil nu. I faut donc admettre que la cul- 
ture dont s’était servi Lote éait encore plus virulente que la notre. 
Il en est de méme de la culture du bacille aviaire dont Courmont 
et Dor! s’etaient servis pour provoquer chez des lapins, par des 
injections intra-veineuses, des arthrites tuberculeuses corres- 
pondant a la tumeur blanche; cette culture devait étre notable- 
ment plus virulente que la nétre puisque, injectée en quantité 
de 3a 6c. c., elle amenaitla mort par tuberculose généralisée, 
Qu’a cété des bacilles tuberculeux affaiblis artificiellement par 
une longue cullure dans un milieu artificiel, il existe chez des 
sujets malades des bacilles d'une faible virulence naturelle, cela 
résulte en outre des recherches intéressantes de Vagedes °. 


Il. Action des bacilles tuberculeux tués par la chaleur. 

L’émulsion préparée avec chacundes 3 baciiles tuberculeux 
en question et dont nous avons décrit le mode de préparation 
plus haut, fut placée pendant 1/2 heure dans le bain-marie en 
ébullition et chauffée ensuite pendant 1/2 heure dans l’autoclave 
4 120°. Etant donné que, d’aprés Grancher, Ledoux-Lebard ‘ et 
Forster *, le bacille tuberculeux meurt en quelques minutes 
a 70° eten une minute a 95°, il est hors de tout doute qwils ont 
été complétement détruits par la chaleur de 120°. D’ailleurs tous 
les milieux glycérinés ensemencés avec ces émulsions sont restés 
complétement stériles. 

I. Le bacille tuberculeux ¢rés virulent, essayé sur des animaux 
apres Vaction de la chaleur, a donné les résultats suivants : 


4. De la production, chez le lapin, de tumeurs blanches exp¢rimentales par 
l’inoculation intraveineuse de bacilles tuberculeux. Paris 1891. 
2. Zeitschr. f. Hyg. 1898. 
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ANIMAL 


Lapin 
(4,970 8") 


B 
fi) Lapin 
(1,860 5") | 


6: 
Lapin 
9) (1,800 sr) 


D 
Lapin 
(1,850 s*) 


A 
B} Cobarye 


B 
Cobaye 


Cc 


Cobaye 


Comme le montrent ces expériences, le bucille tres virulent tue 
w L120 provoquait, chez des lupins inoculés avec des quantités variant 


INOCULATION 


1899, XU,29 
aye res 

v. intravei- 
neuse 


1899, X11, 29 
SiC Ce 

vy. intravei- 
neuse 


1899, XII,29 
Ree. 

Vv. intravei- 
neuse 


1899, X11,29 
& GCs 

v. intravei- 
neuse 


4899, X11, 29 
RTO 

v intrapéri- 
tonéale 


1899, X11, 29 
4 G35e% 

v. intrapéri- 
tonéale 


1899, XII, 29 
4C.c. 
v. pcrito- 
neale 


MORT 


Mort apres 
6 jours 


Sacrifice 
apres 
9 jours 


Sacrifice 
apres 
15 jours 


Sacrifidé 
apres 
24 jours 


Mort apres; 


4 jours 


Sacrifice 
apres 
12 jours 


Sacrifice 
apres 
£8 jours 


360 gr. de 
perte 
de poids. 


430 gr. de 
perte 
de poids. 


260 gr. de 
perte 
de poids. 


| 


30 Wr. 
d augmen- 
tation 
de poids. 


AUTOPSIE 


eee 


Depuis 3 j. 
Un abces de la 
grosseur a'une 
lentille au point 
@inoculation. 

Péritonite 
streptococcique 
suppurée. 


Un abcés au 
point d’inocula- 
tion comme 
chez A, Le reste 
negatt). 


Abcés au 
point d’inocula- 
tion comme 
chez. A.’ , Des 
infaretus isolés 
dans les pou- 
mons La rate 
un peu volumi- 
neuse. 


Abees au 
point d’inocula- 
tion comme 
chez A. Dans 
les poumons, 
des tubercules 

miliatres 
transparent 8, 
nombreud, en- 
tourés de 
foyers hemor- 
ragiques. Rate 
un peu volumi- 
neuse. 


Un abees de 
la grosseur 
une lentille au 
point dinocula- 

tion depuis 
3 jours. Tout le 
poumon — droit 
est farci d'‘in- 
farctus hémor- 
ragiques. 


Abceés au 
point dinocu- 
lation comme 
chez A. Le reste 
négatif. 


MODIFICATIONS MICROSCO PIQUES 


I 


Dans les poumons, des tuber- 
cules disposés au voisinage des 
veines et constitués par des lewco- 
cytes polynueléaires ; ces derniers 
gont en voieé de décomposition et 
contiennent, ainsi que les cellules 
éndothéliales et lépithélium alvéo- 
laire, de nombreux bacilles tuber- 
culeux bien colorables. Dés tuber- 
cules semblables dans le foie. 


Dans les pounions, des tuber- 
cules nombreux ramollis & leur 
centre, et constitues par des 
cellules gceantes et des cellules 
épithéliotdes. Ces tubercules se 
sont dévelopors autour des amas 
de bacilles tuberculeur qui bou- 
chent la lumiere des petites vet- 
nes, se colorent bien, e& sont 
entoures dune zone de tissu 
casci fie. 


Tubercules caséifiés eonme 
chez C; la cascification toutefois 
est ici plus accusée. (Les cobayes 
inoculés dans le péritoine avee une 
émulsion préparce de la matiére 
tuberculeuse de ces poumons sont 
restés sains_) 


Des modificafions trsiynifiantes 
dans les parenchiy mes viscéraur. 
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delaS&c. c¢., déja au bout du 15° jour apres Vinoculation, la for- 
mation de foyers caséeux typiques avec des cellules géantes et des 
bacilles tuberculeux bien colorables. Tous les animaux présentaient 
une diminution de poids plus ow moins prononcée. Les cobayes ino- 
culés avec des quantités d’émulsion variant de 1 a 4c. c. étaient 
trouvés sains méme aprés 48 jours. Il se formait au 3™ jour 
chez tous les animaux, au point d/inoculation, un abcés qui ne 
contenait pas d’autres microoganismes que les bacilles tubercu- 
leux, et qui disparaissaient au bout de une & deux semaines. 

Uf. L’expérimentation animale avec des avirulents tués a 120 
a donné les résultats suivants : 


MODIFICATIONS 
ANIMAL INOCULATION MORT POIDS |AUTOPSIE 
MIGROSCOPIQUES 
A 4899, X, 41 sacrifie = négalif négatif 
Lapin 2c. ¢. apres 
(4560 gr.) |v. imtraveineuse| 418 jowrs 
B TSO OR Xe sacrifié — = we 
Lapin LOKCs Gs apres 
(2065 gr.) |v. intrayeineuse| 41 jours 
C 4899, X, 44 sacrifié — = = 
Lapin 3 Gy @: apres 
(1930 gr.) |v. intraveineuse| 42 jowrs 
D 1899. X, 14 sacrifié 270 gr. — ~— 
Lapin SUGrECs apres @augmen- 
(2140 gr.) |v. intraveineuse| 74 jours tation 
de poids 
A 1899, X, 44 sacrifié néegali/ négalif 
¥ eas Nn 
Cobaye ee lne Loe apres = 
v. intrapériton. 10 jours Fo 
ei he 
2 Brat 3 8 
B 4899, X, 44 sacrifice = a — — 
Cobaye DOW Gs apres AE 
y. intrapériton. | 30 jours eae 
C TSO Fx 14 sacrifieé ag — — 
Cobaye 5C. Cy aprés 56 
v. intrapériton. | 106 jours eal 
> & 
D 1899, X, 44 sacrifié E i = a 
Cobaye DRONE. apres a) 
v. intraperiton. | 153 jours < 


Comme nous le montre ce tableau, lous les animaux soumis a 
Pinoculation avec des bacilles avirulents tués, et qui ont regu des quai-= 
tités @ emulsion variant de 1a 10 ¢. c. par les différentes votes, intra- 
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veineuse, inira-péritonéale et sous-culanée, sont restés sains. On wa 
pu constater aucune modification, méme au microscope. 

IL. Les inoculations avec des bacilles twherculewx des poissons 
tués ont donné les résullats suivants ; 


MODIFICATIONS 


ANIMAL INOCULATION MORT AUTOPSIE 
MICROSCOPIQUES 


A 1900, I, 25 sacrifié 120 gr. négatif négatif 
Lapin 2) O:.C. apres — |d augmen- 
(1820 gr.) |v. intraveineuse}| 14 jours tation 


B 1900, I, 25 sacrifié 330 gr. 
Lapin ECC: apres  |d@’augmen- 
(1760 gv.) |v. intraveineuse| 387 jours tation 


A 4900, 1, 25 sacrifie 150 gr. négatif négatif 
Cobaye |1c. ¢. s. la peau apres |d’augmen- 
1c.c.d.le périt.| 48 jours tation 


B — _ 150 gr. 
Cobaye on oA 
ation 


Ainsi les animaux soumis a UVinoculation de2 a 4c. c. d’émul- 
sion préparée avec des bacilles tuberculeux de poissons tués, sont 
restés completement sains. Ni a Vautopsie, ni au microscope on ne 
trouve de modifications quelconques. 


Il ressort donc de ces expériences avec des bhacilles tubercu- 
leux tués que, dans ce cas encore, les modifications provoquées par 
Vinoculation de ces bacilles sont différentes, suivant le degréde la 
virulence. C’est ainsi que les animaux inoculés par voie intra- 
veineuse avec des bacilles tuberculeux humains tres virulents tués, 
présentent des tubercules typiques a cellules géantes, a l’état 
caséeux, et visible, A ceil nu déja au bout de la 3° semaine, et, 
dans le cas d’inoculation sous-cutanée, des abcés, au bout du 
3™e jour, tandis que des animaux inoculés avec des bacilles tuber- 
culeux humains avirulents tués, ow avec des bacilles tuberculeux des 
poissons tués donnent des résultats négatifs a Vexamen microscopique 
el macroscopique. 

Depuis les expériences de Koch! sur la formation Vabces par 
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inoculation scus-cutanée de hacilles tuberculeux tués, et celles de 
Prudden et Hoddenpyl’ sur la formation de tubercules non caséi- 
fiés dans les poumons par inoculation intra-veineuse de la méme 
substance, beaucoup d’autres expériences analogues ont été 
entreprises par différents invesligaleurs, qui opéraient soitsur le 
bacille tuberculeux humain (Abel *, Straus et Gamaleia ‘, Masur *, 
Kelber’, Fokker’), soit sur le bacille tuberculeuax des oiseaux (Gran- 
cher et Ledoux-Lebard). 

Tantot des bacilles étaient bouillis pendant plusieurs heures 
ou a plusieurs reprises, tantét ils étaient stérilisés dans 
Vautoclave & 115°-130° durant 10-15 minutes ; ils étaient ensuite 
injectés a l’animal, dans les veines, le péritoine ou sous la peau. 
Tous les auteurs s’accordent 4 reconnaitre que les injections 
intra-veineuses avec ces bacilles morts sont suivies de formation, 
dans les poumons principalement, de tubercules identiques au 
follicule tuberculeux a cellules géantes, mais leurs opinions se 
partagent sur le point de savoir quel est le sort ullérieur de ce 
tubercule. Les uns (Vissmann*, Abel) y décrivent des transforma- 
tions fibreuses, c’est-a-dire la guérison; les autres (Straus et 
Gamaleia, Grancheret Ledoux-Lebard), une nécrose centrale, c’est- 
a-dire la caséification typique. — La tuberculose suivie de caséi- 
fication produite par le bacille mort est désignée par Grancher 
et Ledoux-Lebard, comme une nécro-tuberculose. 

D’aprés opinion générale des auteurs, les bacilles tubercu- 
leux tués par la chaleur contiennent une toxine qui devient libre 
aprés la destruction du bacille et qui se fixe au protaplasma des 
hacilles tuberculeux. 

En me basant sur les résultats de mes expériences, je dois me ran- 


4. Weitere Mittheiliingen tiber ein Heilmittel, Dewtsche med. Wochenschri/t. 
1890. 

2. Studies on the action of Dead Bacteria in the Living Body, New-York med. 
Journal, 1891. 

3. Ueber die Wirkting abgetodteler Tuberkel bacillen auf die Lunge von 
Kaninchen bei Infektion in die Trachea, Deutsche med. Wochenschr., 1892. 

4. Contribution & Vétude du poisson tuberculeux, Arch. de méd. erpér. et 
danatomie pathol. 1892. 

5. Zur Kenntniss von der Wirkting todter Tuberkelbacillen, Z¢eglens Beitrage 
sur pathol. Anait., 16. 

6. Ueber die Wirkiing todter Tuberkelbacillen, Arbetfen aus dem pathol. 
anat. Institut su Tubingen, 1899. 

7. De werking von doode Tuberkelbacillen. Vederlaudisch, Tyaschrift voor 
Geneeskunde, 1892. 

8. Wirkiing toter Tuborxelbacillen auf den thicrischen Organismus.  Virch. 
Arch, 41129. 


v 
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ger de Uavis des auteurs francais, et admettre la réalité du fait qwun 
bacille tuberculeux tres virulent, tué par une chaleur de 120°, peut 
encore provoquer la formation de tubercules caséifiés, typiques. 

Mais tandis que certains auteurs (Gamaleia, Grancher et 
Ledoux-Lebard) ont pu obtenir des tubercules miliaires de la 
erosseur d’un pois et contenant de la matiére puriforme en ino- 
culant les bacilles morts dans le péritoine, le cobaye auquel 
j'avais inoculé 4c.c, d’émulsion préparée avec des bacilles tuber- 
culeux tres virulents tués est resté indemne; lachoseest d’autant 
plus frappante que cette méme émulsion, en injection intravei- 
neuse chez le lapin, a bien donné lieu a un tubercule caséifié. 

Le bacille tuberculeux humain avirulent et le bacille tuber- 
culeux des poissons n’ont donné lieu, comme nous le savons, 
a aucune modification chez les animaux qui en ont été inoculés. 
Il se dégage done de toutes ces observations ce fait général que 
Veffet des bacilles tuberculeux morts est différent suivant le degré de 
virulence que possedent ces derniers, et que la différence dans les 
résultats obtenus par divers auteurs tient a la différence de virulence 
des bacilles expérimentés. 

Kn se basant sur des expériences exécutées dans son Ins- 
titut, Baumgarten! niait que les bacilles tuberculeux tués puis- 
sent donner lieu a la dégénérescence caséeuse ; il pensait que 
dans les cas ott l’on observait la caséification, les bacilles 
n’étaient pas réellement morts, et appelait les tubercules pro- 
voqués par les bacilles tuberculeux morts: Fremdkiaper — Pro- 
liférations Knotchen.) 

Quelques faits cependant contredisent ces affirmations. 
Aprés une stérilisation a 120° durant 1/2heure, les bacilles ont 
laissé stérile un milieu glycériné qui en fut ensemencé, et ils 
ont laissé intacts tous les cobayes que j’ai inoculés avec des 
viscéres provenant des animaux qui avaicnt été inoculés préa- 
lablement avec les bacilles tuberculeux morts; on est done 
obligé d’admettre, sans aucune restriction, que ces bacilles étaient 
bien morts. Etant donné maintenant que ces derniers ont pu néan- 
moins provoquer des tubercules a cellules géantes, typiques, ceua-ci 
doivent bien étre considérés comme des follicules tuberculeusx, et tout 
le processus comme de nature tuberculeuse. 

lly a@ quune différence quantitative entre les tubercules du 

1, Baumgarten lahresbericht 1892, p. 689, 1899, p. 387. 
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bacille vivant et du bacille mort. Quand les bacilles tuberculeux 
vivants envahissent les tissus, ils s’y multiplient, et mettent ains 
progressivement un nombre d’agents continuellement «augmen- 
tant al’couvre de formation et de destruction ; le processus tuber- 
culeux s’étend rapidement auxparties voisines, et linfection, en 
un mot, améne finalement la cachexie, lemarasme, Ja mort. Il 
en est autrement pour le bacille tuberculeux mort: il ne se 
multiphe pas, Veffet irritant et la quantité de toxines restent 
constants, le processus tuberculeux se localise aux organes sur 
Jesquels Vinoculation a porte. 

La différence entre leffet des bacilles tuberculeux avirulents 
vivanis Wun cdté et celui des mémes bacilles a l’état de mort 
mérite l’attention ; tandis que inoculation des bacilles tuber- 
culeux vivants s’accompagnail toujours dela formation de cel- 
lules géantes, inoculation des bacilles tués ne s’accompagnait 
pas du méme phénoméne. 

Cela nous montre que les substances que contient le B. tuber- 
culeux mort ne suffisent pas par elles-mémes pour donner nais- 
sancea la cellule géante. De méme que les fils de soie ne for- 
ment les cellules géantes que lorsqu'ils sont carholisés, la celiule 
géante tuberculeuse a besoin, elle aussi, pour sa formation, de 
certaines substances chimiques qui existent bien chez les 
bacilles tuberculeux avirulents vivants de homme et des 
poissons, mais disparaissent 4 120°. On remarque que les 
bacilles tuberculeux humains trés virulents ont conservé leur 
faculté de provoquer la caséification et la formation des cellules 
eéantes méme aprés avoir é6lé soumis alaction de la chaleur a 
420°; Pobservation que la chaleur d’un certain degré détruit les 
substances nécessaires 4 la fabrication de cellules géantes n’est 
donc pas applicable a tous les cas. Les substances, qui permet- 
tent aux bacilles trés virulents de produire la caséification et 
de provoquer la formation de cellules géantes, ne doivent donc 
pas étre, en raison de leur résistance méme a cette chaleur de 
120°, des substances albuminoides ou des ferments; ces sub- 
stances paraissent étre intimement unies au corps du bacille, 
puisque la tuberculine, tirée des substances solubles des bacilles, 
est incapable d’amener la cas¢ification ou la formation des -cel- 


lules géantes. 
On peut donc, aprés tout ce que nous venons de dire, ad= 
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mettre avec certitude qu’&é inverse de la tuberculose infectieuse 
provoquce par les bacilles tuberculeux vivants, le B. tuberculeux mort 
produit une tuberculose toxique. La tuberculose infectieuse amene la 
generalisation ; la tuberculose toxique reste localisée aux organes que 
ont été infectés directement; elle est, par conséquent, une tuberculose 
torique locale. 

Ces faits infirment ainsi opinion de Baumgarten, d’aprés 
laquelle la tuberculose ne pourrait étre provoquée que par des 
bacilles vivants et capables de prolifération. Aw contraire: de 
méme que Buchner a pu observer la fermentation du sucre sans Vin- 
tervention de la cellule de la levure vivante, il est aussi possible 
de provoquer la tuberculose sans Vaide de bacilles tuberculeua 
vwants. : 
Cependant, outre que la substance active isolée de la levure, la 
« zymase », perd ses propriétés de ferment a la température de 120°, 
les 2 processus different encore en ce que la tuberculose toxique na 
pu jusqwict étre provoquée que par des toxines restées intime- 
ment lies aux parties organisées du bacille tué, tandis que la zymase 
donne la fermentation méme si elle est séparée du corps de la levure. 
L’analogie se borne donc seulement a ce que fermentation et tuber- 
culose peuvent se manifester sans Vintervention de Vénergie vitale 
des microorganismes. Ici encore nous trouvons de la ressemblance 
entre les bactéries et les levures. 


III. Comment se comportent les animaux inoculés avec des bacilles 
tuberculeux de virulence différente, quwil sagisse de bacilles 
vwants ou de bacilles morts, vis-a-vis d'une tuberculine active. 

Aprés avoir inoculé Jes animaux avec des bacilles tubercu- 
Jeux humains tres virulents et avirulents, ainsi qu’avec des bacilles 
tuberculeux des poissons, je leur ai injecté 2 a 5¢.c. d’une solu- 
tion 2 5 0/0 de tuberculine brute dont chaque centimétre cube 
contenait 0,05 milligrammes de tuberculine. A cette dose de 
0,1 a 0,25 milligrammes, la tuberculine provoquait toujours 
une réaction vive chez les animaux, . 

La température était prise toutes les heures & partir de la 
premiére apres l'injection; le maximum s’observait générale- 
ment au bout de 3 45 heures. Comme la température, surtout 
chez le cobaye, présente des variations normales, j indique 
dans les tableaux suivants non pas la température méme de 
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Yanimal, mais seulement les variations de température occasion- 
nées par la tuberculine. 

1. Les animaux inoculés avec 0,1 a 0,25 milligr. de bacilles 
vivants tres virulents réagissaient déja au bout de 2 a 4 semaines 
par une elevation de température de 1° a 15. . 

2. Les animaux inoculés avec 0,1 a 0,25 milligr. de bacilles 
tuberculeux vivants, avirulents, ne réagissaient le plus souvent que 
par une élévation de quelques dixiémes de degré, comme Vindique le 
tableau suivant : 


ine Weve) OXOSNAENO BS HEURES ELEVATION 
ANIMAL de la tuberculine 
depuis ;: injectée: apres Vinjection. de la température. 
SGV Se Gow 10 jours 1,0 mgm. 4 0,4° 
== 7 — Oa BY 0,3° 
Cobaye...... 7 — oc 3 0,7° 
= —— 04 — 3 0,1° 
— 22 — OMG a= 3 0,2° 


3. Les animaux inoculés avec les bacilles tuberculeux des poissons 
vivants ne réagissaient a la tuberculine, employée méme a dose de 
0,25 milligr., que par une élévation de quelques dixiemes de degré, 
comme Vindique le tableau suivant : 


é EURE 
TUBERCULEUX| QUANTITE AO 
ANIMAL aprés l’'injection de 
depuis : de tuberculine. 


ELEVATION 
Wartabenouline® de la température. 
Lapin 48 jours 0,1 mgm. 


= Some ee 


Cobaye ...-. 7 — 0,4 


= 30 0,4 


? 


Lesanimaux inoculés avec des bacilles tuberculeux humains morts, 
virulents et avirulents, ainsi qwavec des bacilles tuberculeux morts des 
poissons, réagissaient a des doses de0,1a 4 milligr. de tuberculine, de 


en ge 
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la méme maniére que les animaux inoculés avec des bacilles twbercu- 
leux vivants. Les 3 tableaux suivants en sont témoins. 

4. Les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux morts, 
tres virulents réagissaient de la fagon suivante : 


TUBERCULEUX| QUANTITE HEURES GLEVATION 
ANIMAL aprés injection de 


depuis : de tuberculine. de la température. 


latuberculine. 


Lapin 24 jours OMe mers 


Cobaye Los = 


5. Les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux morts, 
avirulents, réagissaient de la facon suivante ; 


TUBERCULEUX| QUANTITE EUS ELEVATION 
ANIMAL aprés Vinjection de 
depuis : de tuberculine. iecaberculine de la température. 

Gp WO0R5 50k os 5 jours 0,4 mem. 5 

ra 70 — 4,0 °— 4 (),40 

= 75 — 1,0 — sy 0,2° 
Cobaye . ... 26 — OMe 3 0,6° 

= 90 = — 0,1 — 3) 0,3° 


6. Les animaux inoculés avec des bacilles tuberculeux morts 
des poissons réagissaient de la fagon suivante : 


ANIMAL TUBERCULEUX] QUANTITE BRURES LABS ES BION 
apres Vinjection eae “f : 
depuis : de tuberculine. Cele hevipgratuec: 


de la tuberculine. 


EODUN aeneaett 18 jours 0,1 mgm. 4 0,40 


Gobaye ..... 26 — 04 — 3 0,5° 


) 


Ainsi, comme le montrent ces tableaux,les animaux inoculés avec 
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des bacilles virulents, que ces derniers soient vivants ou morts, don 
nent, a la suite d'une injection de 0,1 a 1,0 milligr.\dejtuberculine, 
une hyperthermie dépassant toujours 1°, tandis que Vhyperthermie 
des animaux inoculés avec des bacilles morts, avirulents, ow avec les 
bacilles tuberculeux des poissons, ne dépassait généralement que 
quelyues dixiemes de degré. 

. de ferai remarquer particuligrement que ce que je voulais 
savoir, c’était la maniere dont se comportent les animaux inoculés des 
différentes facons que nous venons Windiquer, vis-a-vis de doses de 
0,14a1,0 milligr. de tuberculine, couramment employées dans un but 
de diagnostic. Je nai aucun doute que les animaux inoculés 
avec des bacilles tuberculeux humains avirulents ou avec des 
bacilles tuberculeux des poissons ne puissent donner, avec 
Yaugmentation de la dose de tuberculine, une hyperthermie 
dépassant 1°, comme. cela s’observe méme chez des animaux 
sains quand on leur administre une forte dose de tuberculine, 
Mais Ja question importante pour nous n’était pas celle de la 
dose a laquelle nos animaux réagiront A la tuberculine, mais 
bien celle de savoir si avec des doses ordinaires de tuberculine 
on pourra reconnaitre la tuberculose chez les animaux inoculés 
avec les trois bacilles indiqués. Comme pour constater la tuber- 
culose avec la tuberculine & dose courante, telle que nous l’avons 
employée dans nos expériences, on exigé généralement une 
réaction dépassant 1°,-— pour le cobaye, Kaspareck exige méme 
une élévation dépassaat au moins 1,2°, — nous devons dire que 
les animaux inoculés avec des bacilles virulents, soit vivants, soit 
morls. doivent bien etre reconnus cliniquement comme tuberculeux, 
et que les animaux inoculés avec les bacilles avirulents et avec des 
bacilles tuberculeux des poissons, doivent étre reconnus cliniquement 
comme indemnes de toute tuberculose. 


IV .— Maniere de véagir des cobayes tuberculeux contre la tuberculine 
- préparée avec des bacilles tuberculeux de virulence différente. 


C’est de la méthode de Nocard que je me suis.servi pour la 
préparation des différentes tuberculines : des cultures en bouil- 
lon glycériné a 4 0/0, vieilles de 6 semaines, furent stérilisées & 
410° et filtrées ensuite, Comme certains auteurs (Strauss, 
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Gamaleia, Babes, Rroca!, Borrel) ont montré que des animaux 
tuberculeux réagissent contre les bacilles tuberculeux tués de 
la méme facon que contre la tuberculine, j'ai dirigé mes expé- 
riences aussi de ce cété-la. J’ai procédé habituellement en pré- 
parant d’abord une émulsionavec 10 milligr. de bacilles cultivés 
sur pomme de terre et 10 cent. cubes d’eau stérilisée : chaque 
centimétre cube contenant ainsi 1 milligr. de bacilles, j’ai tué 
ensuite les bacilles en chauffant l’émulsion a 120°. Les injections 
se faisaient avec 0,2 a3 cent. cubes d’émulsion, c’est-a-dire 
avec 0,2 4 3 milligr. de bacilles tuberculeux. Les cobayes soumis 
a l’expérience étaient ordinairement manifestement tuberculeux 
depuis 2-4 semaines; leur tuberculose se manifestait parce que, 
dés la 2e semaine, ils présentaient au point de l’injection sous- 
cutanée des ulcérations tuberculeuses ; un peu plus tard, les 
ganglions inguinaux se tuméfiaient et l’autopsie faite ultérieure- 
ment confirmait la tuberculose. Sur chaque cobaye tuberculeux, 
je n’ai essayé la réaction qu’une seule fois. 

1. Les cobayes tuberculeux, quiont recu 0,143 milligr. detubercu- 
line tirée des bacilles tuberculeux tres virulents, ow une quantité égale 
des mémes bacilles tués, donnaient une élévation de température dépas- 
sant constamment 1°. 

2. La tuberculine tirée des bacilles tuberculeux avirulents ow les 


corps morts de ces mémes bacilles ont provoqué les réactions sui- 
vantes : 


TUBERCULEUX PRS TERR ELEVATION 


de tuberculine ou de corps bacil- de température 


depuis ; aprés l'injection. 


laires morts. matinale, 


ee 


46 jours 2 mem. de corps bacill. 0,59 
gu bs 0,2° 


0,2 mgm. tuberculine 5 0,6° 


2 ae 0,50 


3. La tuberculine préparée avec des bacilles tuberculeux des 
poissons, ou les corps mémes de ces bacilles tués, a donné les 
réactions suivantes : 


4. Untersuchungen iiber die Wirkiing der Tuberkelbacillen tind tiber gegen- 
wirkende Substanzen, Zeitschr: fi Hygiene; 23, ; 
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TUBERCU LEUX QUANTITE Morte ELEVATION 
de tuberculine ou de corps de température 


depuis : apres l'injection. 


bacillaires. matinale. 


a 


14 jours 2 mgm. de corps bacill. 


23 — 0,2 mgm. tuberculine 


4 


Comme on le voit, la réaction que donnaient les cobayes tubercu- 
leux contre Vinjection de 0,2 a 3 milligr. de tuberculine, tirée soit des 
bacilles tuberculeux humains avirulents, soit des bacilles tuberculeux 
des poissons, ou contre Vinjection de bacilles tués, ne se manifestait 
que par une élévation de la courbe thermique ne dépassant pas quel- 
ques dixiémes de degré ; cliniquement donc, il n'y avait pas de réaction 
a la tuberculine. 

En prenant en considération ce fait que les corps des bacilles 
tuberculeux se montraient constamment plus efficaces que la 
tuberculine tirée de ces bacilles, mais que méme en fortes doses 
ils ne provoquaient pas la réaction de tuberculine, on peut dire 
que la tuberculine tirée des bacilles tuberculeux humains avirulents 
ou des bacilles tuberculeusx des poissons, ne donne pas, a la dose ordi- 
naire, la réaction de la twherculine. 

Mes recherches sur latuberculine tirée des bacilles tubercu- 
leux des poissons se trouvent ainsi en accord avec celles de 
Borrel. Nous ne doutons pas que de fortes doses ne puissent 
donner une réaction bien prononcée, comme cela a été observé 
par Ramond et Ravaut, qui, au moyen de 4 cent. cubes de 
tuberculine des poissons, avaient provoqué, dans un cas, chez 
un lapin tuberculeux, une ascension thermométrique de 1,2°. — 
Mais, par nos expériences, nous voulions uniquement savoir si 
les tuberculines préparées avec des bacilles de virulence diffé- 
rente, et employées a des doses habituelles, peuvent vraiment 
rendre service dans le diagnostic de la tuberculose, et le fait qui 
s’en dégage est que les bacilles avirulents et des bacilles tuberculeux 
des poissons donnent une tuberculine inactive. ; 
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Par te Dt BIENSTOCK be Muiuouss. 


Dans ma publication de l'année derniére sur le bacille anaé- 
robie, nommé¢ par moi Bacillus putrificus', et quej’ai démontré étre 
unagentdes plus aclifs dela putréfaction, j’ai appelé, enterminant, 
attention sur le fait que les bacilles de Vintestin, B. coli et 
B. lactis aerogenes, génent ou arrétent la putréfaction de la fibrine. 

Ce phénoméne de larrét de la putréfaction par ces deux 
microbes apparait plus distinctement encore dans le lait. 

On sait depuis longtemps que le lait eru empéche la putré- 
faction et on ena attribué la cause au lactose’, 

Dans mes expériences, j'ai vu que le lait stérilisé, ensemencé 
avec le &. putrificus, loin de géner la putréfaction de la fibrine, 
la favorise, Au contraire, en infection mixte avec le colibacille, 
le lait stérilisé se comporte comme le lait non bouilli. La fibrine 
nes y putréfie pas, ce qui me faisail conclure que agent anti- 
putride du lait cru n’est pas le lactose, mais une force antagoniste 
a ces deux bacilles qu’on rencontre toujours dans l'inteslin, 

J'ai fait pour le prouver des essais qui seront publiés in extenso 
autre part’, Je veux me borner a émettre ici quelques conclu- 
sions que je crois pouyoir en tirer. 

Le fait que le lait stérilisé (et de méme pasteurisé) a tota- 
lement perdu la force de résistance que posséde le lait cru contre 
la putréfaction a, sans aucun doute, une grande importance 
pratique pour la nutrition des enfants malades des intestins. 

D’aprés Escherich ‘ et d’autres sayants, il ne s'agit pas, dans 
les décompositions intestinales, d’un processus sans régles; selon 
la composition chimique du contenu des intestins, apparaissent 

|, Ann. de UInst. Pasteur, 1899, n° 11. 

2. Winrennirz, Zeelschr. f. physiol. Chemie, XVI, p. 464. Smite, Virchow’s 
Archiv., 1896, 146, p. 65. 

3, Archiv {. Hygiene. 


4, Ksenericn, Antiseptische Behandlungsmethode der Darmerkrankungen des 
Sduglings. Therap, Monatshefte, 1887. 
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telles ou telles espéces et telles ou telles fermentations, qui 
montrent pour chaque sorte dalimentation un certain cours 
typique. 

Dans les entérites folliculaires des enfants, il survient dans 
le gros intestin une putréfaction intense avec réaction alcaline 
des féces. D’aprés Escherich, une nourriture hydrocarbonée est 
le meilleur moyen de rendre aux selles des enfants malades leur 
réaction faiblement acide et leur odeur normale. 

D’un autre cdté, les maladies des nourrissons qui se passent 
de préférence daus Vintestin gréle, et qui sont accompagnées 
d'une quantité anormale d’acides, furent influencées le plus 
favorablement et le plus rapidement par un régime strict d’albu- 
minoides. 

On peut done facilement comprendre pourquoi l’alimentation 
par lelait stérilisé est nuisible dans tous les cas de maladies intesti- 
nales des nourrissons : dans les affections accompagnées de fer- 
mentations anormales, c’est son lactose qui agit; dans les enté- 
rites folliculaires, qui sont liées a des processus de putréfaction, 
c’est sa puissance éminemment putréfiante. On pourrait done 
dire : le lait stérilisé (ou pasteurisé) ne peut étre donné sans 
dommage aux enfants malades des intestins. Ce n’est que dans 
un inleslinsain, avecsa végétation bactérienne normale, quele lait 
slérilisé retrouve la flore de microbes utiles, qui sont propres 
au lait cru. 

Je sais fort bien que le lait stérilisé de commerce et de 
meénage n'est que trés exceptionneilement stérilisé. Cela a été 
démontré par Fliigge et tout récemment par Weber ', qui en a 
isolé 23 espéces de bactéries. 

Mais toutes ces bactéries du lait soi-disant stérilisé sont 
celles qui décomposent le lait, soit en le peptonisant, soit en le 
putréfiant, et en le rendant par conséquent inutilisable et dan- 
gereux. 

L’idéal serait de pouvoir préparer le lait pour usage immeé- 
diat, de telle fagon que les microbes pathogénes quis’y seraient 
introduits fussent tués, tandis que les bactéries, antagonistes de 
la putréfaction, resteraient en vie. 

Comme cela n’est pas possible, on pourrait songer & com - 

1. Weser, Die Bacterien der sogenannten sterilisivler Milch, cle. Arbeilen aus 
dem Kaiserlich. Gesundheitsamt. B. xyu, Helt J, 1900. 
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muniguer au lait stérilisé Jes qualités antiputrides du lait cru. 
Il semble facile de le faire en ajoutant au lait stérilisé, avant de 
employer, le colibacille ou un bacille Jactique en culture pure. 
Mais il y aurait 4 cela trop de difficultés. 

Il existe un autre moyen bien simple. D’aprés Du Mesnil, 
Vincent, Davalos, Péré, Dunbar et Weissenfeld, on rencontre le 
colibacille dans eau et on y trouve de méme le B. lactis 
aerogenes, 

Quand j’ajoutais au lait stérilisé, immédiatement aprés 
infection par le B. putrificus, de Veau de la conduite d'eau de 
Mulhouse, une bonne eau potable, la putréfaction ne se produi- 
sait pas, et il ne survenait que les changements ordinaires au 
lait cru. 

Si l'on a done de la bonne eau potable a sa disposition, 
on pourra certainement, sans danger pour l’enfant, ajouter de 
petites quantités de cette eau au lait stérilisé, et procurer par laa 
Venfant tous les avantages du lait stérilisé sans ses inconvé- 
nients. 

Les résultats de mes expéricnces peuvent en outre contribuer 
a éclaircir les. processus de putréfaction, jusquici inexpliqués, 
qui se passent dans l’intestin normal. 

A la fin de mon précédent travail, j’ai déja indiqué que la 
décomposition du contenu de linlestin, dans des conditions 
physiologiques, ne va jamais aussi loin que celle de l’albumine 
putréfiée hors du corps animal, et que la cause de ce phénoméne, 
qui est surement dans l’intérét de |’ organisme, n’est pas encore 
connue}, ! 

J’avais vu que quand le B. putrificus se rencontre dans les 
tubes a essai avec les microbes ordinaires de V’intestin, une 
force antagoniste se manifeste qui souvent géne la putréfaction; 
jat vu de plus, dans mes études récentes, que si ces bactéries 
ont a leur disposition des substances hydrocarbonées saccha- 
rifiées, comme c’est toujours le cas dans lintestin, la putré- 
faction est complétement supprimée. 

J’ai done cru devoir chercher, dans les circonstances encore 
inconnues qui provoquent la végétation florissante du bacillus 
coli et du bacillus lactis aérogenes dans V’intestin, de méme que 
dans la présence abondante de ces deux especes, une organi- 


1. Oror Hammarsren, Physiol. Chemie, 1899, p. 304, 
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sation protectrice contre le développement illimité des anaé- 
robies de Ja putréfaction et de leurs produits nuisibles. 

J’ai continué mes recherches sur ce point. 

Jai examiné un grand nombre de féces humaines et de 
feces animales, quant a leur pouvoir de putréfier la fibrine; je 
n’ai jamais réussi a en obtenir une destruction de la fibrine 
avec formation de gaz fétides comme je l’ai toujours vu aprés 
ensemencement avec les anaérobies de la putréfaction. 

C’est un fait trés curieux, si l’on pense que les germes de 
ces bactéries pénétrent journellement dans les voies respira- 
toires et digestives de chacun, sous forme de poussiere, qui 
nest autre chose que de la boue séchée. 

Les spores en forme de baguettes de tambour du B. putrificus 
devraient donc se trouver réguliérement dans l’examen micros- 
copique des selles, d’autant plus que cet anaérobie trouve dans 
les intestins l’atmosphére la plus favorable 4 son développe- 
ment, Mais jamais je ne |’ai rencontré dans les féces normales. 

_Ne pouvant réussir & obtenir la putréfaction de la fibrine 
par ’'ensemencement méme copieux des féces, ni du contenu 
du rectum de pores et de canards qui avalent pourtant des 
masses de boue, je pensai d’abord que c’était la force anta- 
goniste des bactéries du colon qui empéchait le développement 
des germes anaérobies introduits. Mais la putréfaction ne 
se produisit pas, méme aprés élimination des colibacilles par 
chauflage a 80°. 

Je ne réussis pas davantage a obtenir des cultures du B. putri- 
ficus au moyen des feces, et il en a été de méme pour tous les 
autres chercheurs qui travaillent la bactériologie des féces 
depuis plus de vingt ans, 

J’ai décrit pour la premiére fois le B. putrificus en 1884 a 
Voccasion d’un travail sur les bactéries des féces. Je le croyais 
a cette époque un habitant constant des selles normales. Cela 
ne peut plus étre mainlenu, et je crois que c’est la stérilisation 
insuffisante de la fibrine employée pour mes essais de cette 
époque, qui m’a amené a la découverte de ce bacille. 

Les anaérobies de la pulréfaction, qui s’introduisent done 
constamment dans le tube digestif, ont totalement disparu a la 
sortie des selles. 

J’ai fait & ce sujet des expériences sur des lapins, et comme 
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je ne suis pas installé pour l’expérimentation sur des animaux, 
je me suis adressé aM. le professeur Lévy, de | Institut bacterio- 
logique de Strasbourg, quia été assez aimable pour les faire. 

Il se convainguit d’abord que les féces normales des lapins 
n’ont aucune influence putréfiante sur la fibrine. Les lapins 
furent nourris avec de grandes quantités de spores du B. putrt- 
ficus, et leurs féces furent ensemencées sur de la fibrine. I ne se 
produisit jamais de putréfaction. 

J’ai fait un essai analogue sur.moi-méme. 

Avec un peu de terre de jardin bien mélangée, ensemencée 
sur de la fibrine, j’obtins une décomposition putride de la 
librine et, au microscope, je vis une masse de batonnets aussl 
bien en forme de baguette de tambour qu’a tétes d’épingle. 

Je pris journellement pendant trois semaines une dose de 
cette terre. Je ne vis jamais dans mes féces de batonnets a 
téte, je ne réussis jamais a en cultiver une espéce anaerobic, 
jamais je n’obtins la putréfaction de la fibrine inoculée avec mes 
selles, ni avec leur contenu de colibacilles, ni aprés leur élimi- 
nation par chauffage. 

Pour savoir sila terre avalée par moi contenait des bacilles 
pathogenes, j’en envoyai une partie a M. le professeur Lévy 
qui, en infectant des animaux, obtint le tétanos. Mes selles de 
la troisitme semaine de la période d’essai ne donnérent pas le 
tétanos aux animaux injectés. 

Cela correspond aux observations du P* Buchner. Il nourrit 
des souris avec des spores virulentes decharbon et vit que leurs 
feces n étaient plus infectieuses en inoculations sous-cutanées. 

L’expérience que j’ai faite sur moi-méme, chaque homme 
qui mange de la salade ct des fraises la fait, pour ainsi dire. 

A chaque forte pluie, ces fruits sont éclaboussés par de la 
terre et il ne sont surement pas délivrés de tous les germes qui 
s'y sout attachés avant qu’on les consomme. Ja terre de 
jardin contient, comme il est connu, le plus souvent des spores 
de tétanos. D’aprés cela, le bacille du tétanos devrait étre un 
habitant constant de feces humaines, et ce n’est pas le cas. 

Au commencement de cette année il a paru un travail de 
Schiitz'! qui a fait de belles recherches dans cette direction 


1, Scuiirz, Bacteriologisch-experimenteller Beitrag, zur Frage gastrointesti- 


naler Desinfection. Berliner klinische Wochenschrift, 1900, n° 25, 
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avec le Vibrio Metschniko/f. 11 Vintroduisit directement en grandes 
quantités dans le duodénum des chiens, et ne l’a pas retrouvé 
dans leurs feces. A l’autopsie, le vibrion fut trouvé encore abon- 
damment dans Vintestin gréle; dans le colon supérieur, peu; on 
ne trouva plus que le colibacille dans le cvlon inférieur et dans 
le rectum. 

Ainsi ce microbe, porté dans l’intestin plein de force vitale, 
y est complétement anéanti. 

Schtitz démontra en méme temps, en nourrissant un chien 
avec le Vibrio Metschnikoff, que le suc gastrique le laisse intact, 
Il fut trouvé vivant dans le duodénum. 

Si, dans la premiére expérience citée, on donnait en méme 
temps de l’huile de ricin ou du calomel, on retrouvait le vibrion 
dans les déjections liquides qui suivaient les deux purgations, et 
avec le calomel en beaucoup plus grande quantité qu’aprés I’ huile 

de ricin. 
: Schtitz, sans s’expliquer positivement sur ces faits intéres- 
sants, ne veut pas croire a une influence des bactéries normales 
des intestins, mais incline a penser que cette disparition du 
Vibrio Metschnikoff doit étre attribuée a des substances bactéri- 
cides, provenant des éléments des tissus. 

Pourtant ces essais démontrent que ce sont ces bactéries qui 
y jouent le réle principal. 

Dans Vintestin gréle, qui ne renferme qu’un nombre relati- 
vement minime de colibacilles, le vibrio se trouve encore en 
grandes quantité; dans le colon, ot la masse des bactéries nor- 
males de lV’intestin augmente toujours, il diminue et disparait 
enfin complétement. - a 

Avec l’huile de ricin, de grandes quantités de bactéries des 
intestins sont chassées et n’ont pas le temps de déployer leur 
qualilé antagoniste ; le vibrio réapparait dans les selles, et encore 
plus abondamment aprés le calomel, au sujet duquel on peut 
admettre qu'il n’a pas seulement un effet purgatif, mais encore 
une influence affaiblissante sur les bactéries du colon. 

Et si c’étaient des substances bactéricides qui font dispa- 
raitre les microbes nuisibles, on ne comprendrait pas qu’elles 
n’anéantissent pas tout d’abord les bactéries normales des intes- 
tins, bien moins résistantes que les spores du B. tetani, du 
B. putrificus et de l’ceedéme malin. 
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Que ces derniers anaérobies se trouvent vivants dans cer- 


taines parties du tube digestif, c’est ce qui ressort du fait connu 


que, quand on tue des cobayes par asphyxie, des bacilles de 
l'edéme malin émigrent de V’intestin dans les organes voisins. 

De plus, E. Klein‘ a prouvé que le bacille nommé par Jui 
B. cadaveris sporogenes, qui n’est autre que mon B. putrificus, et 
qu il regarde comme le facteur principal de la putréfaction cada- 
vérique, ne se répand pas seulement aprés la mort, en sortant 
de Vintestin dans les organes, mais déja pendant la vie, dans les 
affections graves intestinales, — c’est-a-dire quand la flore de 
bactéries normales de ]’intestin est remplacée par des microbes 
pathogénes. 

La question de l’antagonisme des bactéries normales de l’in- 
testin vis-a-vis des microbes ennemis, auxquels appartiennent 
en premiére ligne ceux de la putréfaction, comme étant les plus 
répandus, méritent certainement des études approfondies. 


BK. Kuern, Kin Beitrag zur Bacteriologie der Leichenverwesung, Centralblatt (ur 
Bacteriologie, 1899. Ne 8/9. 


SUR UN NOUVEAU PROCEDE DE CULTURE 


DU_ BACILLE DU TETANOS 


Par re D' L. DEBRAND 


(Travail du laboratoire de M. Roux.) 


I 


Je me propose d’étudier la culture du bacille tétanique, en 
symbiose avec le bacillus subtilis, dans un récipient quelconque 
usité pour les cullures aérobies, sans emploi du vide par con- 
séquent, et cela sans que la toxine soit aucunement modifiée. 

Je passe a dessein sous silence les procédés de Liborius et 
de Veillon, car ils ne permettent au bacille de Nicolaier de pous- 
ser en tube aérobie qu’en gélatine ou en gélose, grace a l’addi- 
tion d'une substance facilement oxydable, telle que la glucose. 
Or les milieux solides ne conviennent pas pour la préparation 
de la toxine tétanique. 

Dés 1884, M. Roux avait signalé ce fait « qu’on peut. mettre 
a profit la propriété d’absorber Voxygeéne de I’air qu’ont certains 
microbes, le bacillus subtilis, par exemple ». Quelques années 
plus tard (4887), i] avait appliqué cette méthode a la culture du 
bacille du tétanos. 

J'ai pensé que, dans cette expérience de M. Roux, il y avait 
autre chose qu’un tour de main élégant pour cultiver les anaé- 
robies en tube ouvert, j'ai pensé qu'il y avait un procédé dont 
Ja pratique pourrait tirer parti. 

M. Roux séparait, dans son expérience, par un bouchon de 
gélose, le bacillus subtilis du bacille tétanique, parce qu'il voulait 
avoir ce dernier a l'état de pureté. Quand, au contraire, on se 
propose d’obtenir la toxine tétanique, on peut cultiver les 
deux bacilles dans le méme bouillon, & condition que la cul- 
ture mixte soit aussi toxique que la culture pure du bacille téta- 
nique. Pour savoir s’il en est ainsi, ilfaut consulter l'expérience, 


Le bacillus subtilis dont je me suis servi a été isolé du foin. 
Aprés une beure de macération dansl’eau chaude et une malaxa- 
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tion de quelques instants, dans le but d’entrainer toutes les 
spores, des pipettes furent remplies 4 moitié avec le produit 
du lavage : puis scellées & la lampe et soumises a l’ébullition 
pendant un temps variable, La plupart de ces pipettes mises 
a V’étuve m’ont donné un voile, ou plutét un fragment de 
voile, avec lequel fut pratiqué Vensemencement définitif en 
bouillon. Javais choisiun subtilis résistant a 1 h. 20 d’ébullition. 
Ce procédé, que je dois en partie a l’obligeance de M. Fern- 
bach junior, est plus rapide que le procédé classique. 

Avant d’aller plus loin, il importe de savoir si le subtilis que 
nous venons d’isoler peut étre injecté impunément a un animal. 

Beumer et Peiper ont vu, en opérant sur le cobaye, que les 
injections intrapéritonéales de cultures entiéres de bacilius sub- 
tilis, si elles sont faites & doses massives ou si elles sont faites 
a intervalles trop rapprochés, cachectisent l’animal et finis- 
sent par le tuer. Mais si les doses sont minimes (2 ¢. c. environ) 
et si les injections sont espacées, l’animal ne subit aucun dom- 
mage. Si le bacillus subtilis a passé par l’organisme, les choses 
peuvent changer. MM. Charrin et de Nittis disent l’avoir rendu 
pathogéne (Société de Biologie, 1897). Ceci m’obligeait a rechercher 
si le B. subtilis que j’aiemployé n’élabore pas quelque produit 
nuisible pour l’organisme. 

Il nen est rien. Souvent j’ai injecté en une seule fois, a 
des cobayes, 30c.c., 40c. c. deculture filtrée, en prenant seule- 
ment la précaution d’opérer lentement et de faire tiédir préala- 
blement le filtrat ; j'ai renouvelé ces iajeetOue a plusieurs 
reprises chez le méme animal, celui-ci n’a jamais été incom- 
modé. Bien au contraire, wera ilecaee : on aurait pu assimiler 
effet produit par ces inoculations & celui que produit une 
injection de sérum artificiel. Il y a mieux. Depuis 18 mois, 
j injecte a des cobayes régulitrement tous les 45 jours (dans le 
péritoine) des doses de 10 c. c. de filtrat de B. subtilis provenant 
de cultures plus ou moins aneciennes sans provoquer aucun 
trouble dans l'état général de ces animaux. Au début de l’ex- 
perience, ils pesaient 200 grammes. Aujourd’hui ils pasent 
plus de 750. 

L’inoculation intraveineuse a été tout aussi inoffensive. Pen- 
dant 6 mois un ae a recu dansla veine marginale de Voreille, 
tous les 15 jours, 5 c, c. Pas de réaction. 


ate 


— 


NOUVEAU PROCEDE DE CULTURE DU BACILLE DU TETANOS, 759 


I] ena été de méme pour les injections sous-cutanées. Méme 
chezhomme ces injections sont anodines. 

De ce que le B. subtilis ne sécréte aucune toxine, lorsqu’il vit 
seul dans son milieu de culture, il n’en résulte pas, il est vral, 
qu'il est incapable d’en produire en culture mixte avec le bacille 
du tétanos. Mais nous allons voir que Je liquide ot ont végété 
tétanos et subtilis se comporte, Spies filtration, comme le seuide 
ou a vécu le tétanos seul. Il n’y a donc pas a tenir compte ici 
des produits laissés dans la culture par le bacillus subtilis. 


ETUDE DE LA CULTURE MIXTE 


Le bacille tétanique dont je me suis servi a été isolé de la 
terre du jardin de l'Institut par le procédé de M. Vaillard 
(3 chauffages successifs & 100° pendant 2 minutes, et culture con- 
sécutive dans le vide); ila été ensemencé, concurremment avec 
le B. subtilis, dans du bouillon constitué de la fagon suivante : 


pai O TOO G on oe sat adn dO8 ooMinlecApoDe Do bA oot 5 grammes 
PeTEOneR CHA POUCA IE vane eeu oie sse hice <hte 10 — 
ChlorunerdesSodsup eer nates ror sere Serer ert 5 =: 
1 OTE ont tude Ae rice Minn atten Saami eee ante 1000 —_ 


Quelques essais faits avec le bouillon peptonisé ordinaire 
mont convaincu quecelui-ci donnait aussi de trés bons résultats. 

Kitasato a constaté que si l’on veut réussir 4 coup sur une 
culture de tétanos, il faut employer du bouillon frais. J’ai pour- 
tant obtenu des cultures anaérobies de tétanos en ensemencant 
celui-ci dans des cultures filtrées de B. subtilis, datant de 6 et 
8 semaines. Je dois avouer toutefois qu'il y avait certaines diffé- 
rences entre ces cultures et Jes cultures anaérobies ordinaires : 
Podeur était plus acre, les bacilles étaient incurveés et eréles, et 
Von constatait une diminution de la toxicité. Ce n’est guére que 
lorsque Ja culture du b. subtilis n’a pas plus d’une quinzaine de 
jours qu’on obtient de belles cultures de tétanos anaérobie, 
comme si celui-ci avaitété ensemencé dans du bouillon frais. La 
culture du subtilis dans le bouillon semble done donner nais- 
sance & un principe favorisant. A un moment donné méme, 
javais tenté d’habituer le bacille de Nicolaier & la vie aérobie 
en le faisant vivre dans ces filtrats, d’ot je chassais lair pre- 
eressivement. Je n’ai pas obtenu l’aérobiose complete du téta- 


“ 
. 
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nos, mais les résultats acquis ont été une confirmation de !’exis- 
tence de ce principe favorisant!. 

Il n’en est pas de méme quand on cultive simultanément le 
bacillus subtilis et le bacille tétanique. La culture est abondante 
méme dans des bouillons anciens. Je devrais dire « surtout » 
dans des bouillons anciens, quelque paradoxal que cela paraisse. 
J’ai essayé des bouillons de différents ages, de 1 a 75 jours : 
c'est ce dernier qui m’a fourni la meilleure toxine. Ce bouillon 
était conservé a l’air libre dans des ballons non fermés a la 
Jampe. La lecture comparative des lableaux A et B suffit pour 
emporter la conviction a cet égard. Ces tableaux résument 
quelques-unes des nombreuses expériences faites sur les 
cobayes. Il m’a paru inutile de les donner toutes, car les résul- 
tats ont toujours été a peu prés concordants. Cet « a peu prés » 
ne saurait surprendre des expérimentateurs. Chacun sait en 
effet que dans ces expériences sur les toxines, quand on appro- 
ehe de la dose minima mortelle, les résultats dépendent de la 
résistance variable des animaux. Pour obtenir des chiffres exac- 
tement concordants, ou peu s’en faut, je n’avais qua augmenter 
les doses; mais, ce faisant, je n’aurais pas analysé aussi étroile- 
ment l’action de la toxine. 

Dans les tableaux ci-annexés on verra: 41° que dans le bouil- 
lon frais la toxine se forme un peu plus vile, mais qwelle disparait 
aussi plus rapidement ; 2° qu avec le vieux bouillon la toxine appa- 
rait moins vite, mais persiste plus longtemps; 3° que dans les deux 
cas lemaximum de toxicité est atteint vers le 5° ou 6° jour. 


Maintenant que nous avons isolé nos deux microbes et que 
nous connaissons bien le milieu ot ils vont vivre, il faut les 
ensemencer. 

Quel dge doit avoir la semence? Convient-il d’ensemencer 
avec une culture de subtilis, avec le voile, avec les spores? J’ai 
combiné tous les modes possibles d’ensemencement. Au début, 
il y a des nuances, mais au bout de 48 heures, toutes les cultu- 
res se ressemblent. Toutefois je pense qu’il est préférable de 
faire bouillir le subtilis dans le récipient méme ow il a vécu. 
Aprés 2 minutes, on retire le tube, on laisse refroidir et l’on 


1. Les animaux inoculés avec ces filtrats de B. subtilis ne sont pas plus aptes 


4 contracter le tétanos que les ani sai inci ; 
ract é 1e les animaux sains, Ce principe fayorisant disparai 
aeaain Cae gq p pe favorisant disparait 
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agite, afin de rendrela semence bien homogéne. On fait de méme 
pour le bacille tétanique et l'on ensemence avec parties égales 
des deux microbes (1 c. c. par litre environ). 

On pourrait se contenter d’ensemencer le bouillon contenant 
le bacille de Nicolaier avec une trace de subtilis, les cultures 
seraientseulement plus tardives. Pour avoir une culture rapide, 
il vaut mieux ensemencer largement et tétanos et subtilis. 

La forme des vases de culture est indifférente : il faut seu- 
lement ne pas perdre de vue que, la réussite de la culture 
dépendant uniquement de la vitalité du swbiilis, il est nécessaire 
d’éliminer tout récipient a goulot étroit ou air n’accéderait pas 
avec la plus grande facilité. 

Les deux microbes étant ensemencés, la culture va se faire. 
Naturellement, le subtilis se développera le premier; le voile se 
formera, plus épais que dans la culture de subtilis seul, et, au 
bout de 24 heures, le bacille en épingle commencera & croitre a 
son tour. Pendant que le microbe aérobie pousse, le liquide est 
uniformément trouble, plus tard il devient jaunatre et épais, ne 
différant en rien d’une culture anaérobie ordinaire. Aprés une 
semaine environ, la culture s’éclaircit et il se forme au fond du 
flacon un dépoét plus abondant que dans les cultures anaérobies. 
Pour voir facilement la constitution de ce dépot, faisons la cul- 
ture mixte dans un tube a essai terminé par une effilure. Avec 
une pipette, puisons dans cette effilure et portons une trace du 
dépdt sous le microscope. On y verra des bacilles et surtout des 
spores tétaniques, et de plus un grand nombre de B. subtilis de 
tout age et de toutes dimensions. On est frappé par le peu de 
mobilité de ceux-ci. Méme au début d’une culture mixte, le 
subtilis est moins mobile que quand il est seul. 

L’odeur des cultures fournit un caractére distinctif impor- 
tant. Elle est absolument la méme que celle d’une culture 
anaérobie ordinaire, avec cette différence toutefois que, dans 
cette derniére, l’odeur est plus concentrée : il faut donc attendre 
quelques instants, aprés l’ouverture d'un tube anaérobie, pour 
percevoir la véritable odeur, laquelle est alors identique a 
celle d’une culture mixte. Lorsque l’odeur est altérée, on peut 
étre certain qu'il y a une impurelé. Dans un tube aérobie, l’odeur 


disparait au bout de quelques jours. Le moment de cette dispa~- 


rition m’a paru coincider avec le moment ot la culture atteint 
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son maximum de toxicité. En faisant une prise dans le tube, on 
peut percevoir l’odeur pendant longtemps. 

Lorsque la culture mixte a fait un séjour prolongé a l’étuve, 
elle se concentre, par suite de l’évaporation, au point de devenir 
sirupeuse et brunatre: elle répand alors une odeur suave qui 
rappelle celle de la tuberculine. Cette odeur est due surtout au 
B. subtilis. 

On peut mettre la culture mixte a 22° ou a 34° d’embléc, 
cela n’a pas grande importance; pourtant, comme le subtilis est 
un bacille thermophile, ainsi que le tétanos qui vit trés bien a 
440 et méme a 45°, il est préférable d’exposer les cultures & une 
température d’au moins 34° pendant les premiers jours, jusqu’a 
ce que la toxine ait atteint son maximum. Nous verrons plus 
loin que cela se produit vers le 5° ou 6° jour. A partir de ce 
moment, comme le prouvent les tableaux annexés a ce 
mémoire, il n’y a aucun avantage a laisser les cultares a une 
température élevée: au contraire, car la toxicilé ne fait que 
diminuer. 

Le tableau G montre que ce phénoméne n’est pas spé- 
cial aux cultures mixtes. M. le D' Momont m/’a dit avoir 
remarqué, lui aussi, celle diminution de la toxicité dans les cul- 
tures laissées a l’étuve. Tous les auteurs d’ailleurs admettent 
que’ la lumiére, la chaleur et ’air atténuent et finissent par faire 
disparattre le principe actif de la culture filtrée. 

De plus, il y a une cause d’atténuation spéciale aux cultures 
mixtes. M. Metchnikoff a prouvé (Annales de l'Institut Pasteur, 
1897) que le subtilis, vivant dans de la toxine tétanique, affaiblit 
celle-ci considérablement et finit méme par la détruire, Je puise 
dans cette constatation de M. Metchnikoff un nouvel argument 
pour dissuader de laisser les cultures mixtes 4i’étuve au dela de 
5 a6 jours. Ceite action du subtilis nous rend compte de la dif- 
férence notable qu’il y a au point de vue de la toxicité entre les 
tableaux A et C. On voit dans le tableau A que la toxine pro- 
duite par le subtilis, en symbiose avec le tétanos dans le bouillon 
frais, diminue de force bien plus rapidement que dans les cul- 
tures anaérobies du tableau C, a partir du jour ot le maximum 
de toxicité a été atteint. Le tableau B montre que la culture 
mixte en bouillon ancien est vraiment supérieure pour la produce 
lion de la toxine. Je me borne & enregistrer cette particula- 
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rité, sans chercher & expliquer un phénoméne dont la chimie 
nous donnerait peut-étre la clef. 

Comme conclusion je dirai : si l’on se sert de bouillon frais 
pour les cultures mixtes, il ne faudra pas laisser celles-ci a Vétuve 
plus de 5 ow 6 jours; si l'on fait usage de vieux bouillon, 
la durée du séjour a l’étuve n’a plus la méme importance, tou- 
tefois il vaudra mieux retirer les cultures de l’étuve a 34° le 
5° jour, puisqu’elles ne gagnent plus en toxicité a partir de ce 
moment. 


AUTRES MICROBES DOUES DES MEMES PROPRIETES 


Le subtilis n’est pas le seul microbe doué de la propriété de 
faire pousser le bacille de Nicolaier. Il ne s’agit done pas ici 
@une propriété spécifique. Assurément le bacillus subtilis est 
hors de pair, mais uncertain nombre de microbes aérobies, mis 
en symbiose avec le bacille tétanique, permettent a celui-ci de 
pousser et d’élaborer une toxine plus ou moins active. 

Le B. mesentericus doit étre mis en téte de la série sur la méme 
ligne que le subtilis. J’ai répété avec ce microbe les expériences 
faites avec le subtilis, et je n’ai pas constaté de divergence dans 
les résultats, soit in vivo, soit in vitro. Kn somme, cela n’est pas 
surprenant, car plus on examine Mesentericus et Subtilis, 
moins on est capable de les distinguer. Les caractéres tirés de 
la mobilité, de Podeur, des colonies sur gélatine, du voile ne 
sont pas du tout caractéristiques. Mais je n’insiste pas. 

La bactéridie charbonneuse est un microbe trés avide d’oxy- 
gene, moins cependant que les deux microbes précédents. Si 
on ensemence la bactéridie avec le bacille tétanique, celui-cl 
poussera, mais on observera les particularités suivantes : 1° il 
va de soi que le microbe aérobie se développe d’abord, et dans 
les 2 ou 3 premiers jours, on ne voit dans la culture que les 
ondes moirées de la bactéridie ; vers le 5°jour, la culture a unas- 
pectplutotlouche que jaunatre et épais; rapidementdes grumeaux 
se forment et tombent au fond du tube. L’odeur du tétanos est 
peu accentuée. 2° au microscope tous les hatonnets bactéridiens 
sont sporulés, De plus, c'est 4 peine sil’on voit quelques bacilles 
tétaniques mobiles: presque tous sont sporulés. Par consé- 
quent la bactéridie ne convient pas pour une culture prolongée. 

Cette culture est-elle toxique? 
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Ensemencons,dans un tube de bouillond’un mois, une goutte de 
spores tétaniques et une goutte de spores charbonneuses bouillies. 
Filtrons le 6° jour et inoculons 3 cobayes denviron 450 grammes. 
Le 4°, inoculé avec 1/20 dec. ¢., meurt tétanique eu 2 jours, 
Le 2°, inoculé avec 1/50 de c. c., neurt en4 jours. Le 3°, inoculé 
avec 1/100 dec. c., meurt en 8 jours. La bactéridie fait done 
pousser le tétanos, mais elle donne une toxine plus faible. Du 
reste il ne saurait venir 4 l’esprit de préparer ainsi la toxine 
tétanique : cette expérience est donc sans aucune portée pratique. 

Il était tout indiqué de rechercher si les microbes que 
M. Vaillard appelle « favorisants » donnent une cullure avec le 
bacille tétanique, quand ils sont mis en symbiose avec lui. J’ai 
pris pour type le prodigiosus. 

Ensemengons une goutte de spores tétaniques bouillies et 
une goutte de culture de prodigiosus de 24 heures. Dés le 
lendemain la culture a poussé abondamment. Si la culture est 
a 22°, elle se recouvre d’un voile rouge complet; si elle est a 
34°, il n’y a a la surface du liquide qu‘une petite collerette 
rouge. La culture n’est compléte que vers le 5° jour : alors 
Yodeur du tétanos est netlement percue, et l’aspect de la cul- 
ture est semblable a celui de la culture mixte du tétanos et du 
subtilis; elle est seulement un peu meins épaisse et elle est teintée 
de rouge. 

L’inoculation chez les animaux donne des résultats inléres- 
sants. Elle prouve quesile Prodigiosus est un microbe favorisant, 


lorsqwil est injecté in vivo,avec le tétanos, il n’est pas du tout | 


favorisant in vitro, au point de vue de la production de la toxine, 
puisque les animaux inoculés avec 1/200, 1/50, 1/20 de c. c. 
de culture filtrée n’ont jamais pris le tétanos : ils nele prennent 
que quand on leur inocule une dose notable de culture viru- 
Jente, mais nous savons déja cela par M. Vaillard. 

En regard de cette expérience, il faut noter que le subtilis, qui 
est iv vitro un microbe favorisant de premier ordre, qu'il s'agisse 
de la culture virulente ou de la production de la toxine, n’est 
jamais favorisant in vivo, qu'il soit injecté a état de spores ou a 
état de bacilles concurremment avec le tétanos. Ainsi j’injecte, 
dans la patte postérieure d’un cobaye, une goutte de spores 
tétaniques bouillies 2 minutes et une goutte de culture de 
subtilis de 24 heures. Cette dose énorme est sans action sur 
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animal. Pendant 2 ou 3 jours ila une trés légére parésie de la 
patte, puis tout rentre dans l’ordre. L’animal est tout aussi sen- 
sible au tétanos, puisqu’il succombe & V’inoculation d’une simple 
dose mortelle. Cette expérience, renouvelée chez deux autres 
cobayes, les laisse absolument indifférents a injection. Trois 
autres cobayes ont regu, dans la patte, parties égales de spores 
tétaniques et de spores de subtilis bouillies : aucun phénoméne 
anomal ne survient. 

Les cultures mixtes de tétanos et de subtilis peuvent étre 
faites en série, Je n’ai pas poussé au dela de la quinziéme cul- 
ture : cela m’a paru suffisant pour ¢tablir que les cultures ne 
sont pas modifiées par ces ensemencements successifs. La 
réaction des cultures mixtes est trés alcaline. 


J’ai essayé par Je méme moyen de renforcer la toxicité d’un 
bacille tétanique relativement peu actif, puisque le liquide filtré 
le plus toxique tuait en 48 heures un cobaye de 460 grammes a 
la dose de 1/200 dec. c. de culture en vieux bouillon. Le poids 
de l’animal doit entrer en ligne de compte. Ainsi telle dose tue 
un petit cobaye en 3 jours, qui, chez un cobaye de poids double, 
produira simplement un tétanos local, lequel guérira en quel- 
ques semaines ou ne tuera que trés tardivement. J’ai pu exalter 
la toxicité de ce bacille tétanique. Par passage en sac d’une cul- 
ture mixte en péritoine de ‘cobaye, j’ai obtenu au 4° passage un 
bacille dont la toxicité était double. Des les premieres expé- 
riences, je me suis apercgu que celte culture mixte en sac tuait 
toujours l’animal le 5° jour par tétangs abdominal. Aussi, pour 
Yexpérience définitive, ai-je pris soin de retirer le sac avant la 
mort de l’animal. Entre chaque passage je faisais une culture 
et j’ensemengais le sac suivant avec une goutte d’une culture de 
24 heures. 

Conctusions. — De ce travail découle cette conclusion que la 
toxine élaborée par la culture en symbiose du bacille tétanique et du 
bacillus subtilis est identique a celle que produit le bacille de Nico- 
laier cultivé seul en anaérobie. 

En conséquence, il y aura avantage a substituer cette 
méthode, étant donnée sa facilité d’exécution, 4 la méthode 
habituellement employée, s’il est prouvé, par un travail ultérieur, 
que le sérum des animaux vaccinés avec cette toxine est iden- 
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tique au sérum fourni par les animaux immunisés avec la toxine 
ordinaire. A priori, cela est probable. 


TABLEAU A 


CULTURES FILTREES DE T. +S. BOUILLON FRAIS 


DOSE INJECTEE: 1/200 DE C. GC. 


AGE ere 
POIDS DE LA CULTURE SS 
Pas coats a a PRCA a, 
450 48 heures. Tetanos Guéri en 1 mois. 
500 Wh — Meurt en 8 jours. 
660 3 jours. —  Gueri en 1 mois. 
360 Bis Woe —  Meurt en 2 jours 4/2. 
390 4 — — en 4 jours. 
480 hia ee ue = en 8 5. 4/2: 
445 5 = — — en 4 jours. 
4.00 5 = — -en 3 jours. 
380 60 — a Brel) leat: 
500 6 — _— — en 4 jours. 
700 Ye — — en 6jours, 
600 — _ —= en=8 jours. 
620 8s — — — en 6 jours. 
690 9 — — — en 10 jours. 
725 9 = — — en 3 semaines. 
540 10 — — — en 1 mois. 
620 414 -— —  Iléger, guéri. 
578 42 — —  tresfort, guéri. 
500 130 — Rien. 
410 14 — Tcétanos guéri en 4 mois. 
530 1 Rien. 
380 15 — Legere raideur de la patte. Guéri 
en 5 jours. 
380 16— Trés léger tétanos, guérison. 
920 ii Tétanos guéri en 2 mois, 
340 a Rien. . 
500 230 — Tétanos guéri en 6 jours, 
500 25 — Rien, 
370 PM) sees Rien. 
395 37 — Rien. 
390 2 mois. Rien. 
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TABLEAU B 


CULTURES FILTREES DE T. +8, BOUILLON DE 2 mors 1/2 


(INJECTION DE 1/200 c. c.) 


AGE sige 
POIDS See ee eae RESULTATS 
500 48 heures. Rien. 
480 48 heures. Rien. 
637 3 jours. Tétanos. Meurt en 3 jours. 
380 3 —_— _ — — 
390 4 _ — — 2 jours 5h. : 
340 ho — sD s 
430 5 — — — 2 jours 1/2. 
460 5 _— -— —- 2— 
340 6 _ —- 3 — 
460 6 — — —- 3 = 
470 HS ys 2a seo 
490 7 — = — 4s 
410 8 a == ee eee 
350 9 — — =o Me 
450 10 _ — — 3 — 1/2 
489 {1 = as ieee te 
400 3 — = Se ae 9 
390 14" — = = hee 
405 15 _ _— — 4 — 1/2 
380 16 = — ae ee 
470 18 _ = —- 4 — 
405 19 — — se 
500 20 — = Sr Oia 
350 21 == < ay Oa as 
400 29 = — SO a 
500 35 — — SS ANGE a 


he wt, 
hind ede. 
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TABLEAU C 
CULTURES ANAEROBIES ORDINAIRES FILTREES 


(INJECTION DE 1/200 DE Cc. C.) ae 


AGE 


DE LA CULTURE 


RESULTATS 


Tétanos. Meurt en 2 jours. 
os 


mtr DD Oe WLW 


Co OF mm CF GD Ww bo 


Co ew 


= 


N’est pas mort en 2 mois. 
Meurt en 7 jours. 

ese ie 
trés léger. 2 
Meurt en 6 jours. 


— Guérison. 

—~ Extrémement léger. 5 
470 Rien. 2 
610 Tétanos. Guérison. Le 
430 — Rien. 


470 _ Tétanos extrémement léger. 
840 2 mois, Rien. 
550 9 semaines. Rien. 


Toutes ces cultures anaérobies ont été faites dans le tube de M. Rovx, = 3 
d'une contenance de 10 c. c. et conservées a Vétuve a 34°. 


Sceaux, — Imprimerie E. Charaire. 


Le Gérant : G. Masson. 


